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Φυσιολογίας Ζωικών Οργανισμών - Τοξικολογίας, κ. Δημήτριου Κουρέτα.
Γενικά στοιχεία, σκοπός και σημασία της μελέτης
Τα τελευταία χρόνια ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει αποκτήσει η χρησιμοποίηση 
φυτικών εκχυλισμάτων πλούσιων σε βιοδραστικά στοιχεία. Επιδημιολογικές μελέτες 
έχουν συσχετίσει την κατανάλωση σταφυλιών και κρασιού με ευεργετικές επιδράσεις 
σε χρόνιες παθήσεις όπως διάφορες μορφές καρκίνου, καρδιαγγειακές παθήσεις, 
διαβήτη και παχυσαρκία. Οι ευεργετικές ιδιότητες αποδίδονται στα περιεχόμενα 
βιοδραστικά συστατικά τους και κυρίως στη πολυφαινολική τους σύσταση. Ο σκοπός 
της έρευνας ήταν η μελέτη των αντιοξειδωτικών μηχανισμών δράσης ενός 
εκχυλίσματος στεμφύλων σταφυλιού (Vitis Vinifera), της τοπικής Θεσσαλικής 
ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου καθώς και τριών εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιού 
από διάφορες ποικιλίες ελληνικών σταφυλιών. Περισσότερη έμφαση δόθηκε στην 
αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισμάτων σε μυϊκά και ενδοθηλιακά κύτταρα. Τα 
εκχυλίσματα αυτά μπορούν να αποτελέσουν πηγή σημαντικών 
χημειοπροστατευτικών παραγόντων ή να χρησιμοποιηθούν ως συμπληρωματικοί 
παράγοντες στη διατροφή.
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Ερωτήματα
Τα βασικά ερωτήματα της έρευνας ήταν τα ακόλουθα:
1. Ένα εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού με αποδεδειγμένη ισχυρή 
αντιοξειδωτική δράση in vitro είναι ικανό να ασκήσει προστατευτική - 
αντιοξειδωτική δράση σε μυϊκά και ενδοθηλιακά κύτταρα που εκτέθηκαν σε 
οξειδωτικό παράγοντα; Αν ναι, μέσω ποιων κυτταρικών μοριακών 
μηχανισμών μπορεί να βελτιώσει την οξειδοαναγωγική κατάσταση μυϊκών 
και ενδοθηλιακών κυττάρων;
2. Η αντιοξειδωτική δράση εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιού σε μυϊκά και 
ενδοθηλιακά κύτταρα εξαρτάται από την ποσοτική τους σύσταση σε 
πολυφαινόλες ή η ποιοτική τους σύσταση σε πολυφαινόλες παίζει 
σημαντικότερο ρόλο;
3. Το εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού μπορεί να δράσει αντιοξειδωτικά 
επηρεάζοντας τους μηχανισμούς της γονιδιακής έκφρασης των μυικών 
κυττάρων. Αν ναι ποια γονίδια επηρεάζονται περισσότερο και ποιος είναι ο 
ρόλος τους;
Επεξήγηση όρων
Ελεύθερη ρίζα: Χαρακτηρίζεται ένα μόριο ή άτομο το οποίο περιέχει ένα ή 
περισσότερα μονήρη, ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική του στοιβάδα.
Αντιοξειδωτικό: Χαρακτηρίζεται οποιαδήποτε ένωση, η οποία όταν βρίσκεται σε 
μικρότερη συγκέντρωση από το προς οξείδωση υπόστρωμα έχει την ικανότητα να 
παρεμποδίζει ή να αναστέλλει την οξείδωση του υποστρώματος.
Οξειδωτικό στρες: Η διαταραχή στην ισορροπία μεταξύ των οξειδωτικών και των 
αντιοξειδωτικών υπέρ των πρώτων.
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Εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού: Εκχύλισμα που προκύπτει από το υπόλειμμα που
μένει μετά την έκθλιψη των σταφυλιών και αποτελείται από τους βοστρύχους, τα 
γίγαρτα και τους φλοιούς των σταφυλιών.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Τα τελευταία είκοσι χρόνια αρκετά εκχυλίσματα σταφυλιών και άλλα 
προϊόντα των σταφυλιών όπως το κρασί ήταν στο επίκεντρο μελετών λόγω των 
ισχυρών αντιοξειδωτικών ιδιοτήτων τους. Πολλές από αυτές έχουν μελετήσει την 
ικανότητα διαφόρων εκχυλισμάτων σταφυλιού να ασκούν αντιοξειδωτική δράση. 
Αρκετές δείχνουν ότι τα εκχυλίσματα ενισχύουν τους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς 
των κυττάρων με διάφορους τρόπους που εξαρτώνται από την σύστασή τους. Ωστόσο 
δεν είναι διευκρινισμένος ο τρόπος με τον οποίο επιτυγχάνεται αυτή η ενίσχυση. 
Στην εργασία αυτή, η χορήγηση εκχυλίσματος στεμφύλων σταφυλιού της τοπικής 
ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου σε μυϊκά και ενδοθηλιακά κύτταρα οδήγησε σε 
βελτίωση της οξειδοαναγωγικής τους κατάστασης. Το εκχύλισμα εμφάνισε ικανότητα 
προστατευτική για τα κύτταρα έναντι οξειδωτικής βλάβης, βελτιώνοντας τους δείκτες 
οξειδωτικού στρες και συγκεκριμένα αυξάνοντας την γλουταθειόνη (GSH) στα 
κύτταρα. Η αύξηση της GSH και η βελτίωση των δεικτών οξειδωτικού στρες πιθανόν 
να προήλθε από την ικανότητα του εκχυλίσματος να επηρεάζει τα επίπεδα και την 
δραστικότητα διαφόρων αντιοξειδωτικών ενζύμων. Βρέθηκε ότι το εκχύλισμα 
προκάλεσε μια αύξηση των επιπέδων της συνθετάσης της γ-γλουταμυλοκυστεΐνης 
(GCS) και της δραστικότητας της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) και στις 
δυο κυτταρικές σειρές. Πρόκειται για δυο ένζυμα που εμπλέκονται στον μεταβολισμό 
της γλουταθειόνης. Γενικά αυτά τα αποτελέσματα οδηγούν στο συμπέρασμα ότι το 
σύστημα της GSH παίζει έναν κρίσιμο ρόλο στην αντιοξειδωτική δράση του 
εκχυλίσματος. Όσον αφορά την μελέτη εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιού από 
τρεις διαφορετικές ποικιλίες παρατηρήθηκε ότι η αντιοξειδωτική τους δράση στα 
μυϊκά και ενδοθηλιακά κύτταρα εξαρτάται από την ποιοτική τους σύσταση σε 
πολυφαινόλες. Συγκεκριμένα τα διάφορα εκχυλίσματα επηρέασαν διαφορετικά τους 
δείκτες οξειδωτικού στρες των κυττάρων παρόλο που χορηγήθηκαν ίδιες 
συγκεντρώσεις πολυφαινολών. Τα παραπάνω ενισχύουν την άποψη ότι η σύσταση σε 
συγκεκριμένες πολυφαινόλες ή αναλογίες πολυφαινολών μπορεί να επηρεάσει την 
αντιοξειδωτική δράση εκχυλισμάτων. Επιπλέον η μελέτη της επίδρασης του 
εκχυλίσματος στην γονιδιακή έκφραση μυϊκών κυττάρων έδειξε ότι αρκετά γονίδια 
υπερκεκφράστηκαν και κάποια υποεκφράστηκαν. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 
γεγονός ότι μια σειρά γονιδίων υπερεκφράστηκαν ή υποεκφράστηκαν πάνω από 1,5
x
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
φορές. Επίσης τα γονίδια που κωδικοποιούν μια σειρά ισομορφών της GST αλλά και 
το γονίδιο της GCS παρουσίασαν αυξημένη έκφραση. Το γεγονός αυτό δημιουργεί 
νέα ερωτήματα για τους μηχανισμούς με τους οποίους μπορεί να δράσει ένα 
εκχύλισμα.
XI
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ABSTRACT
For the past twenty years several grape extracts and other grape products such as wine 
have been the focus of many studies due to their strong antioxidant properties. Several 
studies show that grape extracts enhance the cellular antioxidant mechanisms 
differentially depending on their composition. However, the exact mechanism by 
which the extracts function remains elusive. In the current paper, the administration of 
grape pomace extract from the local variety "Batiki Tirnavos" in muscle and 
endothelial cells led to an improvement in their redox status. The extract displayed a 
capacity to protect the cells against oxidative damage by improving oxidative stress 
markers, namely increasing glutathione (GSH) levels in cells. The increase in GSH 
and improvement on oxidative stress markers may be attributed to the extract's ability 
to affect the levels and/or the activity of several antioxidant enzymes. It was found 
that the extract induced an increase in the levels of γ-gloutamyl-cysteine synthetase 
(GCS) and the activity of glutathione transferase (GST) in both cell lines. These two 
enzymes are involved in the metabolism of glutathione. Overall these results suggest 
that the GSH system plays a critical role in the antioxidant activity of the extract. 
Regarding the study of grape stem extracts deriving from three different varieties, it 
was observed that the antioxidant activity in muscle and endothelial cells depends on 
their qualitative composition of polyphenols. Specifically, various extracts differently 
affected oxidative stress cell markers even though same concentrations of polyphenols 
were used. All these fortify the view that specific polyphenols or polyphenolic 
proportions can affect the antioxidant activity of the extracts. A further analysis on the 
effect of the extract on muscle cell gene expression showed that several genes were 
overexpressed, while some were downexpressed. Interestingly, a number of genes 
displayed over 1,5 fold over- or down-expression. This raises new questions 
concerning the mechanisms by which an extract acts.
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1. Ελεύθερες ρίζες
Ως ελεύθερη ρίζα ορίζεται ένα μόριο ή άτομο που περιέχει ένα ή περισσότερα 
ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική στιβάδα σθένους (Halliwell & Gutteridge, 
1989; Jenkins et al., 1988; Mylonas & Kouretas, 1999) και μπορεί να προκύψει είτε 
με την προσθήκη είτε με την απώλεια ενός ηλεκτρονίου από την εξωτερική 
ηλεκτρονιακή του στοιβάδα (Mylonas & Kouretas, 1999). Ασύζευκτο ηλεκτρόνιο 
ονομάζεται αυτό που καταλαμβάνει μόνο του ένα ατομικό ή μοριακό τροχιακό και 
παριστάνεται συνήθως με μία τελεία πάνω και δεξιά ή αριστερά από το χημικό τύπο 
της ελεύθερης ρίζας. Πρόκειται για ιδιαίτερα ασταθή μόρια που έχουν την τάση να 
αντιδρούν εύκολα με άλλα μόρια οξειδώνοντάς τα. Παράλληλα οι ελεύθερες ρίζες 
ανάγονται σε μια πιο σταθερή δομή. Η αντίδραση αυτή γίνεται με σκοπό να 
συμπληρωθεί η εξωτερική στιβάδα των ελεύθερων ριζών. Η παραγωγή των 
ελευθέρων ριζών μπορεί να πραγματοποιηθεί υπό φυσιολογικές βιολογικές 
διαδικασίες που πραγματοποιούνται εντός των κυττάρων ενός οργανισμού αλλά και 
όταν ο οργανισμός εκτίθεται σε συγκεκριμένης τοξικότητας περιβάλλον. Οι 
ελεύθερες ρίζες είναι πολύ δραστικά μόρια και μπορούν να προκαλέσουν βλάβες σε 
διάφορα βιολογικά μακρομόρια με αποτέλεσμα να επηρεάσουν διάφορες 
φυσιολογικές λειτουργίες του κυττάρου και κατ’ επέκταση του οργανισμού.
Ο σχηματισμός των ελευθέρων ριζών πραγματοποιείται με δύο μηχανισμούς: 
Ο πρώτος είναι η διάσπαση ενός ομοιοπολικού δεσμού μεταξύ δύο ατόμων. Δηλαδή, 
ένας ομοιοπολικός δεσμός θα διασπαστεί και το ζεύγος ηλεκτρονίων είτε θα 
παραμείνει στο αρχικό μόριο και θα σχηματιστούν δύο ιόντα, είτε θα διαχωριστεί και 
θα δημιουργηθούν δύο ρίζες. Ο δεύτερος μηχανισμός παραγωγής ελευθέρων ριζών
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πραγματοποιείται κατά τη διάρκεια οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων, που είναι και
ο πιο σύνηθες τρόπος στα βιολογικά συστήματα.
O μηχανισμός δράσης ελευθέρων ριζών αποτελείται από τρία στάδια, την 
έναρξη, τη διάδοση και το τερματισμό. Στη διάδοση κάθε σχηματιζόμενη ρίζα μπορεί 
να αντιδράσει με ένα ουδέτερο μόριο και να δώσει μια νέα ρίζα. Η νέα αυτή ρίζα θα 
αντιδράσει με τη σειρά της με άλλο μόριο και έτσι να προαχθεί η διάδοση παραγωγής 
ελευθέρων ριζών. Η αντίδραση θα σταματήσει όταν όλες οι ελεύθερες ρίζες 
αντιδράσουν προς προϊόντα που δεν παρέχουν νέες ελεύθερες ρίζες.
Έναρξη ενέργεια R* (ελεύθερη ρίζα)
Διάδοση -------------- ► R* + Ο2 ----► ROO* + ROOH (ρίζα υπεροξειδίου)
ROO* + R H ----► R* + ROOH
Τερματισμός R* + R* ---- ► R-R
(αδρανή προϊόντα που δε προκαλούν έναρξη ή διάδοση)
ROO* + R----► ROOR
ROO* + ROO*---► ROOH + Ο2
Η έναρξη της αντίδρασης οφείλεται στο σχηματισμό των πρώτων ελευθέρων 
ριζών παρουσία ενέργειας, δηλαδή μορίων με ένα μονήρες ηλεκτρόνιο στην 
εξωτερική τους ηλεκτρονιακή στιβάδα. Τα κυριότερα από τα αρχικά προϊόντα της 
αυτοοξείδωσης είναι τα υδροξυ-υπεροξείδια. Αυτά στη συνέχεια δίνουν νέες ρίζες 
υπεροξειδίων, άλλα υδροξυ-υπεροξείδια και νέες ρίζες από το υδρογονανθρακικό 
τμήμα του μορίου. Τα νέα προϊόντα συμβάλλουν με τη σειρά τους στην αλυσιδωτή 
αντίδραση που συνεχίζεται με ταχύτατο ρυθμό (Μπόσκου, 1997).
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1.1. Δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS)
Οι πιο σημαντικές ελεύθερες ρίζες που παράγονται σε έναν ζωντανό 
οργανισμό είναι η ρίζα του υδροξυλίου (OH )^, του σουπεροξειδίου (O2·-), του 
μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ^), του αλκοξυλίου (RO )^, του υπεροξειδίου (ROO^), του 
τριχλωρομεθυλίου (CCV) και οι θειούχες ρίζες (RS^ ). Από αυτές, παρουσιάζουν 
μεγάλο ενδιαφέρον οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS). Ο όρος δραστικές μορφές 
οξυγόνου αναφέρεται σε ενώσεις, που παράγονται από το μοριακό οξυγόνο με 
αναγωγή ενός, δύο ή τριών ηλεκτρονίων, καθώς και σε ρίζες οξυγόνου ή οργανικές 
ρίζες και υπεροξείδια, που παράγονται από ενώσεις, που έχουν αντιδράσει με ρίζες 
οξυγόνου (Cheeseman et al., 1993). Στις ROS επίσης περιλαμβάνονται και παράγωγα 
του οξυγόνου που δεν είναι ρίζες (non-radicals), όπως είναι το υπεροξείδιο του 
υδρογόνου (H2O2) και το υποχλωριώδες οξύ (COCl), αλλά μπορούν να προκαλέσουν 
την παραγωγή ελευθέρων ριζών (Halliwell, 2001; Halliwell and Gutteridge, 1990; 
Fang et al., 2002).
Οι δραστικές μορφές οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS) 
ταξινομούνται στις εξής τέσσερις κατηγορίες: 1. Ελεύθερες ρίζες, όπως η ρίζα 
υδροξυλίου (ΟΗ·) 2. Ιόντα, όπως το υποχλωριώδες ανιόν ( ClO-), που προκύπτει από 
τη διάσταση του υποχλωριώδους οξέος (HClO) 3. Συνδυασμούς ελευθέρων ριζών 
και ιόντων όπως το ανιόν σουπεροξειδίου (Ο 2-) και 4. Μόρια όπως το υπεροξείδιο 
του υδρογόνου (Η2Ο2) (Halliwell, 2001). Εκτός από τις δραστικές μορφές οξυγόνου 
που προέρχονται από το οξυγόνο, στις ελεύθερες ρίζες συγκαταλέγονται οι δραστικές 
μορφές αζώτου (RNS) που προέρχονται από το άζωτο, οι δραστικές μορφές θείου 
(RSS) που προέρχονται από το θείο και οι δραστικές μορφές χλωρίου (RCS) που 
προέρχονται από το χλώριο. Αυτές οι κατηγορίες ριζών μπορούν να προέλθουν από
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αντίδραση με τις ROS ή να αυξήσουν την παραγωγή των ROS (Giles and Jacob,
2002).
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Εικόνα 1. Δραστικές Μορφές Οξυγόνου
1.1.1. Ελεύθερες ρίζες οξυγόνου
Σουπεροζείδιο ή ανιόν του σουπεροζειδίου (Ο2 ~)
Το σουπεροξείδιο (Ο2* -) σχηματίζεται από την αναγωγή του οξυγόνου από ένα 
e- σύμφωνα με την ακόλουθη αντίδραση:
Ο2 + e * Ο2*
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Το σουπεροξείδιο έχει παραμαγνητικές ιδιότητες λόγω του ασύζευκτου 
ηλεκτρονίου. Ο σχηματισμός του σουπεροξειδίου πραγματοποιείται αυθόρμητα υπό 
αερόβιες συνθήκες στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων κατά τη διάρκεια της 
λειτουργίας «της αναπνευστικής αλυσίδας». Μέσω ενζυμικών αντιδράσεων μπορεί να 
παραχθεί σουπεροξείδιο. Ένζυμα που καταλύουν την παραγωγή σουπεροξειδίου είναι 
η λιποξυγενάση, η κυκλοξυγενάση και η NADPH-οξειδάση των φαγοκυττάρων που 
αποτελεί ένα παράδειγμα σκόπιμης παραγωγής Ο2* Η ρίζα του σουπεροξειδίου
παίζει κεντρικό ρόλο στη βιοχημεία των ελευθέρων ριζών επειδή από τη ρίζα αυτή 
παράγονται πολλές άλλες δραστικές μορφές οξυγόνου. Το Ο2* - , όπως και όλες οι 
ρίζες, είναι ένα ηλεκτρονικά ανεπαρκές είδος που τείνει να σταθεροποιηθεί μέσω 
σύζευξης με άλλη ρίζα ή πρόσληψης ηλεκτρονίου. Αυτό μπορεί να γίνει και αν 
αντιδράσουν δύο ρίζες Ο2* " μεταξύ τους (Παπαγεωργίου, 2005).
Σε υδατικά διαλύματα με ουδέτερο pH δύο ρίζες Ο2* " αντιδρούν μεταξύ τους 
και σχηματίζουν υπεροξείδιο του υδρογόνου, σύμφωνα με την αντίδραση:
2 Ο2*- + 2Η+ —► Η2Ο2 + Ο2
Υπεροζειδική ρίζα (ΟΗ·)
Η υπεροξειδική ρίζα ΟΗ είναι πολύ δραστική, όπως έχει αποδειχθεί σε πολλές 
μελέτες (Bielski and Cabelli, 1995; Halliwell and Gutteridge, 1999; Von Sonntag, 
1987). Αυτή προκύπτει σύμφωνα με την αντίδραση Fenton-Haber-Weiss μεταξύ του 
ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2-) και του υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) 
παρουσία ενός μετάλλου μετάπτωσης, το οποίο επιταχύνει την αντίδραση. Στα 
βιολογικά συστήματα το μέταλλο αυτό είναι συνήθως ο σίδηρος (Mylonas and 
Kouretas, 1999). Η αντίδραση καταλύεται ως εξής:
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Ο2 - + Η  —► Ο2 Ή
Ο2 Η + Ο 2' + Η+ ► Η2Ο2 + Ο2
Fe3+ + O2' — ► Fe2+ + O2 
Fe2+ + H2O2 —► Fe3+ + OH' + OH"
Ο χαλκός και άλλα μεταλλικά ιόντα μπορούν επίσης να συμμετέχουν στην 
αντίδραση. Η ρίζα υδροξυλίου είναι ένας ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας που 
αντιδρά με πολλά οργανικά και ανόργανα μόρια στο κύτταρο (DNA, πρωτεΐνες, 
λιπίδια, αμινοξέα και μέταλλα) και μπορεί να προκαλέσει οξειδωτική βλάβη 
(Halliwell and Gutteridge, 1999).
Υπεροζειδικές ρίζες (ROO-)
Οι υπεροξειδικές ρίζες ROO- σχηματίζονται από την προσθήκη μοριακού 
οξυγόνου (Ο2) σε ελεύθερες οργανικές ρίζες. Είναι τοξικές για τα κύτταρα επειδή 
μπορούν να αφαιρέσουν άτομα υδρογόνου από τα λιπίδια και με αυτό τον τρόπο να 
προωθήσουν τη λιπιδική υπεροξείδωση (Παπαγεωργίου, 2005).
Ρίζα ΥδροϋπεροζειδίοΌ (HO2 )
Η ρίζα υδροϋπεροξειδίου HO2· προκύπτει από αναγωγή 1 e- στο οξυγόνο, 
σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση:
Ο2 + e- —^02 - ΗΟ2* (pK=4,8)
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1.1.2. Μη ρίζες του οξυγόνου
Υπεροζείδιο του υδρογόνου (Η Ο τ)
Το υπεροξείδιο του υδρογόνου Η2Ο2 παράγεται με αναγωγή του οξυγόνου με 
δύο ηλεκτρόνια, σύμφωνα με την αντίδραση:
Ο2 + 2e" + 2Η+ —► Η2Ο2
Στο μόριο του το Η2Ο2 δεν περιέχει ασύζευκτο ηλεκτρόνιο γι’ αυτό και δεν είναι 
ελεύθερη ρίζα. Υπό συγκεκριμένες συνθήκες (όπως είναι η παρουσία μεταλλικών 
ιόντων), διασπάται και σχηματίζει υδροξυλική ρίζα (ΗΟ*), που είναι ιδιαιτέρως 
δραστική και τοξική για τα κύτταρα. Η τοξικότητα του Η2Ο2 στα κύτταρα διαφέρει, 
γεγονός που οφείλεται στην ικανότητα που έχουν τα διάφορα κύτταρα να 
απομακρύνουν το Η2Ο2. Εκτός αυτού υπάρχουν τρία αντιοξειδωτικά συστήματα, τα 
οποία ενεργοποιούνται για να απομακρύνουν τα μόρια Η2Ο2, μόλις αυτά παραχθούν 
(Παπαγεωργίου, 2005).
Υπογ/.ωρ/ώδεο οζύ (HOCl)
Το υποχλωριώδες οξύ (ΗΟ Cl) είναι πολύ πιο τοξικό από το Η2Ο2 και το Ο2" 
και σχηματίζεται με την ενεργοποίηση των ουδετερόφιλων κυττάρων του 
ανοσοποιητικού συστήματος. Όταν ενεργοποιηθούν τα ουδετερόφιλα, η μυελο- 
υπεροξειδάση (ένζυμο που βρίσκεται στο κυτόπλασμα των φαγοκττάρων), καταλύει 
την αντίδραση του υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) με το χλώριο (Cl), σύμφωνα 
με την παρακάτω αντίδραση:
Η2Ο2 + Cl - —► ΗΟ Cl+ ΟΗ*
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Το υποχλωριώδες οξύ είναι ασθενές, εν τούτοις πολύ δραστικό χημικά. 
Ενοχοποιείται ότι οδηγεί σε κυτταρική νέκρωση μέσα σε σύντομο χρονικό διάστημα. 
Καταστρέφει τα αποθέματα ΑΤΡ που βρίσκονται στα μιτοχόνδρια, δυσχεραίνει το 
μηχανισμό παραγωγής ενέργειας του κυττάρου, προκαλείται «οίδημα» σ’ αυτά, 
απώλεια δυναμικού κυτταρικής μεμβράνης και απελευθέρωση κυτοχρώματος C, 
οπότε επέρχεται η κυτταρική απόπτωση. Εκτός αυτών, η έκθεση των βιομορίων 
(λιπίδια, DNA, πρωτεΐνες) καθώς και μικρότερων μορίων (ασκορβικό οξύ, 
νουκλεοτίδια) στο υποχλωριώδες οξύ είναι συνυφασμένη με πρόκληση οξειδωτικών 
βλαβών (Whiteman et al., 2005).
Όζον (O3)
Το όζον Ο3 βρίσκεται στα ανώτερα στρώματα της ατμόσφαιρας και έχει 
μεγάλη βιολογική σημασία επειδή απορροφά τις βλαβερές για τους ζωντανούς 
οργανισμούς, υπεριώδεις ακτινοβολίες. Σχηματίζεται με φωτοδιάσπαση του Ο2 από 
την υπεριώδη ακτινοβολία σε ατομικό οξυγόνο το οποίο εν συνεχεία αντιδρά με 
μοριακό οξυγόνο. Το όζον δεν είναι ελεύθερη ρίζα. Πρόκειται για οξειδωτικό αέριο 
στο μόριο του οποίου περιέχονται τρία άτομα οξυγόνου. Είναι διαμαγνητικό, έχει 
χαρακτηριστική οσμή και ιδιαίτερα περιορισμένη διαλυτότητα στο νερό 
(Παπαγεωργίου, 2005).
Μονήρες οζυγόνο (1O2)
Το μονήρες οξυγόνο 1Ο2 (singlet oxygen) έχει όλα τα ηλεκτρόνιά του 
συζευγμένα, πράγμα που σημαίνει ότι ουσιαστικά δεν είναι ελεύθερη ρίζα. Το 1Ο2 
σχηματίζεται μέσω μιας αλλαγής στην κατάσταση του spin, από παράλληλη σε
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αντιπαράλληλη. Αυτό αυξάνει πάρα πολύ τη δραστικότητά του, περισσότερο από το 
μοριακό οξυγόνο, επειδή αναιρείται ο περιορισμός του spin και παρουσιάζει αυξημένη 
οξειδωτική ικανότητα. Αυτό συμβαίνει επειδή το μονήρες οξυγόνο βρίσκεται σε 
διεγερμένη κατάσταση. Έχει μικρή διάρκεια ημιζωής και τη δυνατότητα να διαπερνά 
τα κύτταρα (Halliwell, 1995).
Αποτελεί το μεγαλύτερο καταλύτη για την έναρξη της υπεροξείδωσης των 
λιπιδίων, η οποία οδηγεί σε καταστροφή των μεμβρανών. Το 1O2 σχηματίζεται κατά 
την άμεση μεταφορά ενέργειας από φωτοευαίσθητα μόρια.
1.2. Πηγές Παραγωγής Δραστικών Μορφών Οξυγόνου
Οι δραστικές μορφές οξυγόνου παράγονται μέσα από διάφορες εσωτερικές 
φυσιολογικές λειτουργίες του οργανισμού καθώς αποτελούν προϊόντα της 
φυσιολογικής λειτουργίας του μεταβολισμού του κυττάρου (ενδοκυτταρικές πηγές). 
Επίσης παράγονται και όταν το σώμα εκτίθεται σε συγκεκριμένης τοξικότητας 
περιβάλλον (εξωκυτταρικές πηγές). Οι ελεύθερες ρίζες είναι πολύ δραστικά μόρια και 
μπορούν να προκαλέσουν βλάβες σε διάφορα βιολογικά μακρομόρια και κατά 
συνέπεια σε κυτταρικές λειτουργίες. Μάλιστα, εκτός από τις επιβλαβείς συνέπειες 
που έχουν για το κύτταρο, έχουν σημαντική λειτουργία και στην μεταγωγή σήματος, 
τόσο ενδοκυτταρικά, όσο και διακυτταρικά.
Σε γενικές γραμμές, δραστικές μορφές οξυγόνου παράγονται κατά:
• τις αντιδράσεις της αναπνευστικής αλυσίδας,
• προοξειδωτικά ενζυμικά συστήματα,
• τη λιπιδική οξείδωση,
• την ακτινοβολία,
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τη φλεγμονή,
• το κάπνισμα
• την ατμοσφαιρική ρύπανση
1.2.1. Ενδοκυτταρικές πηγές
Οζειδωτική φωσφορυλίωση
Είναι μία διαδικασία, η οποία λαμβάνει χώρα στην εσωτερική μεμβράνη των 
μιτοχονδρίων και θεωρείται ίσως η σημαντικότερη ενδοκυτταρική πηγή ROS. Η 
πλειοψηφία των ROS παράγεται στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στα 
μιτοχόνδρια αφού το 0,1-1% του οξυγόνου μετατρέπεται σε ρίζα.
Η αφυδρογονάση του NADH (σύμπλεγμα 1) και το σύμπλεγμα κυτοχρώματος 
bc1 (σύμπλεγμα 3), είναι γνωστές θέσεις παραγωγής O2·- και H2O2 (Chance et al., 
1979). Το H20 2 δημιουργείται με τη μεταφορά από το NADH και FADH2 στην 
ουβικινόνη. Η ροή ηλεκτρονίων στο μοριακό οξυγόνο παράγει O2·- (Chance et al., 
1979). Το 0 2·- ανάγεται σε H20 2 από τη μιτοχονδριακή δισμουτάση του υπεροξειδίου 
(Mn-SOD). Ακόμα, μέσω της αντίδρασης Haber-Weiss ανάμεσα στο 0 2·- και στο 
H20 2 δημιουργείται OH·.
Αντίδραση Haber-Weiss:
Fe3+ + Ο2. Fe2+ + Ο2
Fe2+ + Η2Ο2 —► Fe3+ + ΟΗ- + ΟΗ 
Ο2- + Η2Ο2 —► ΟΗ- + ΟΗ. + Ο2
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Στην εσωτερική μεμβράνη του μιτοχονδρίου παράγεται επίσης μονοξείδιο του 
αζώτου (NO) από τη συνθάση του NO. Το μονοξείδιο του αζώτου αντιδρά με το ανιόν 
σουπεροξειδίου (O2 -) και παράγει υπεροξυνιτρικό ανιόν (ONOO-), το οποίο σε 
φυσιολογικό pH παράγει υπεροξυνιτρώδες οξύ (ONOOH) (Koppenol, 1998). Από 
αυτό τελικά σχηματίζονται οι ρίζες OH· και NO 2·.
Η αντίδραση του μονοξειδίου του αζώτου (NO) με την ουβικινόλη (UQH2) 
οδηγεί στο σχηματισμό ημικινόνης (UQH), η οποία λειτουργεί σαν σημείο παραγωγής 
σουπεροξειδίου (O2·-) (Cadenas, 1997).
Μήτρα




Εικόνα 2. Παραγωγή ελευθέρων ριζών κατά την αναπνευστική αλυσίδα.
Ουδετερόφιλα και αναπνευστική «έκρρζη»
Τα πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα (PMN) είναι κύτταρα του 
ανοσοποιητικού που παίζουν σημαντικό ρόλο στην προστασία των ιστών από την 
προσβολή τους από ιούς και βακτήρια (Pyne, 1994; Slauch, 2011). Η ενεργοποίηση 
των PMN τυπικά αρχίζει με την καταστροφή του ιστού που προκαλείται από ROS ή
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άλλους μηχανισμούς (Meydani et al, 1992). Στην οξεία φάση αντίδρασης, τα PMN 
μεταναστεύουν στην περιοχή τραυματισμού καθώς προσελκύονται από 
χημειοτακτικούς παράγοντες που προέρχονται από τα κατεστραμμένα κύτταρα και 
απελευθερώνουν τα λυτικά ένζυμα καθώς και το O2·- κατά τη διάρκεια της 
φαγοκυττάρωσης. Τα λυτικά ένζυμα διευκολύνουν την καταστροφή των πρωτεϊνών 
που έχουν υποστεί βλάβες ενώ το 0 2·- παράγεται από τη μυελοϋπεροξειδάση και την 
NADPH οξειδάση (Petrone et al., 1980; Slauch, 2011; Forman and Torres, 2002).
Η κυτταροπλασματική δισμουτάση του υπεροξειδίου μετατρέπει το O2·- σε 
H2O2, το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται σε OH· από ιόντα μετάλλων ή σε HOCl:
μυ ελοπε ροξειδ άση
Η2Ο2 + Cl- ------------------ > HOCl +OH
Αυτή η φλεγμονώδης αντίδραση θεωρείται σημαντική για την απομάκρυνση 
κατεστραμμένων πρωτεϊνών και την παρεμπόδιση βακτηριακής και ιϊκής μόλυνσης. 
Ωστόσο, ROS και άλλα οξειδωτικά μόρια που απελευθερώνονται από τα 
ουδετερόφιλα μπορούν να προκαλέσουν δευτερογενή βλάβη όπως υπεροξείδωση των 
λιπιδίων (Meydani et al., 1992; Forman and Torres, 2002).
Η φαγοκυττάρωση βακτηρίων ή ιών, προκαλεί το φαινόμενο που είναι γνωστό 
και ως αναπνευστική «έκρηξη». Χαρακτηρίζεται από αυξημένη κατανάλωση 
οξυγόνου και γλυκόζης από τα κύτταρα και έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή 
σουπεροξειδίου και εν τέλει HOCl όπως αναφέρθηκε.
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C I O ”
Εικόνα 3. Η οξειδωτική έκρηξη κατά τη φλεγμονή 
Μετατροπή τες {άνθινες σε ουρικό οζυ
Οι αντιδράσεις που καταλύονται από την οξειδάση της ξανθίνης αποτελούν 
σημαντική πηγή παραγωγής ελευθέρων ριζών (Downey, 1990; Kuppasamy and 
Zweier, 1989). Κατά τη διάρκεια της ισχαιμίας το ATP αποφωσφορυλιώνεται σε ADP 
και AMP εξαιτίας της ενέργειας που απαιτείται λόγω της σύσπασης του μυοκαρδίου. 
Αν τα αποθέματα οξυγόνου είναι ανεπαρκή το AMP μετατρέπεται σε υποξανθίνη, 
ξανθίνη και τελικά σε ουρικό οξύ.
Η αντίδραση αυτή καταλύεται από την οξειδάση της ξανθίνης και συνοδεύεται 
από σχηματισμό του 0 2·-. Η οξειδάση της ξανθίνης πρέπει να μετατραπεί από την 
ανηγμένη στην οξειδωμένη της μορφή από μία ενδοκυτταρική πρωτεάση που 
ενεργοποιείται από το Ca2+ ενώ το μοριακό οξυγόνου είναι δέκτης ηλεκτρονίων.
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Εικόνα 4. Δράση της οξειδάσης της ξανθίνης 
Κυτόρρωμα P450
Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες τα μικροσώματα των ηπατικών κυττάρων 
παράγουν ROS μέσου του κυτοχρώματος P450 (Yu, 1994). Το NADPH υφίσταται 
οξείδωση δημιουργώντας O2- το οποίο στη συνέχεια μπορεί να μετατραπεί σε H2O2 
(Chance et al., 1979). Ο ρυθμός παραγωγής του H20 2 είναι ανάλογος με την 
κατανάλωση οξυγόνου στο μικρόσωμα (Halliwell and Gutteridge, 1989). Παρουσία 
ADP και Fe3+ η NADPH οξειδάση καταλύει τη μεταφορά ενός ηλεκτρονίου από το 
NADPH στο O2 παράγοντας O2·-.
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Εικόνα 5. Παραγωγή ROS κατά τον μεταβολισμό της αιθανόλης με τη δράση του 
P450.
1.2.2. Εξωκυτταρικές πηγές
Η ηλιακή και ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία, η ατμοσφαιρική ρύπανση, ο 
καπνός του τσιγάρου και τα βιομηχανικά απόβλητα είναι σημαντικοί οξειδωτικοί 
παράγοντες (Koren, 1995; Victoria, 1994). Επίσης, ελεύθερες ρίζες μπορούν να 
παραχθούν από τη δράση ορισμένων φαρμάκων (Naito et al., 1998; Rav et al., 2001) 
και άλλων ξενοβιοτικών όπως τοξίνες και εντομοκτόνα καθώς ακόμα και από το 
αλκοόλ (Elsayed et al., 1992; Jones et al., 2000; Obata et al., 2001; Wormser et al., 
2000). Τέλος, σημαντική πηγή οξειδωτικών είναι και η διατροφή (Ames, 1986; 
Kanner and Labidot , 2001; Lijinsky, 1999).
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Oxidative
stress












Εικόνα 6. Πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών
1.3. Βιολογική δράση των ROS
Θετικές επιδράσεις
Οι ελεύθερες ρίζες συμμετέχουν σε αρκετά σηματοδοτικά μονοπάτια, τόσο 
ενδοκυτταρικά όσο και διακυτταρικά (Sen et al., 1996; Rimbach et al., 1999; Reid, 
2001; Sen, 2001; Linnane et al., 2002). Για παράδειγμα, έχουν τη δυνατότητα 
τροποποίησης της δραστικότητας πρωτεϊνών προκαλώντας το σχηματισμό 
δισουλφιδικών δεσμών. Οι πρωτεΐνες στόχοι των ROS ανήκουν σε πολλές κατηγορίες 
όπως φωσφατάσες, MAP κινάσες, μεταγραφικοί παράγοντες και απακετυλάσες ή 
μεθυλάσες ιστονών.
Επίσης, οι ROS έχουν καίριο ρόλο σε ορισμένους μηχανισμούς του 
ανοσοποιητικού συστήματος, δρώντας ενάντια στα αντιγόνα κατά τη διάρκεια της 
φαγοκυτττάρωσης. Ο ρόλος τους αυτός ενισχύεται κατά τη διάρκεια της φλεγμονής
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(Finaud et al., 2006). Επιπλέον ρυθμίζουν μηχανισμούς που συνδέονται με την 
ανοσία, τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, το μεταβολισμό, την απόπτωση και τη μυϊκή 
συστολή (Reid, 2001; Linnane et al., 2002). Η αναστολή της παραγωγής ROS οδηγεί 
σε απώλεια της μυϊκής συστολής ενώ αυξημένη παραγωγή ROS έχει ως αποτέλεσμα 
την εμφάνιση μυϊκής κόπωσης. Ακόμα, αιμοπετάλια που βρίσκονται σε περιοχή που 
έχει υποστεί πληγή απελευθερώνουν ROS τα οποία αποτελούν σήμα για την 
στρατολόγηση κι άλλων αιμοπεταλίων στην περιοχή καθώς και λευκοκυττάρων. 
Τέλος, συμμετέχουν και στη διαδικασία της αγγειογένεσης.
Αρνητικές επιδράσεις
Η υπερβολική παραγωγή ελευθέρων ριζών εμπλέκεται στη δυσλειτουργία του 
ανοσοποιητικού συστήματος (Halliwell & Gutteridge, 1998), τη μυϊκή καταστροφή 
(Nikolaidis et al., 2008) και την κόπωση (Betters et al., 2004). Προηγούμενες μελέτες 
έχουν αναφέρει ότι το 2%-5% του μοριακού οξυγόνου (O 2) που χρησιμοποιείται κατά 
τη διάρκεια της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης στα μιτοχόνδρια σκελετικών μυών 
οδηγεί στην παραγωγή ανιόντος σουπεροξειδίου στην ηρεμία (Sjodin et al., 1990). 
Εντούτοις, πιο πρόσφατα έχει δειχτεί ότι η διαρροή ελευθέρων ριζών στα μιτοχόνδρια 
του καρδιακού μυός κυμαίνεται από 0,4% ως 0,8% (Hansford et al., 1997) ή ακόμα 
και σε 0,15% στο σκελετικό μυ (St-Pierre et al., 2002). Επιπλέον, όταν τα μιτοχόνδρια 
εργάζονται έντονα για την παραγωγή ATP από το ADP, όπως συμβαίνει κατά τη 
διάρκεια της άσκησης, το ποσό οξυγόνου που μετατρέπεται σε ελεύθερες ρίζες 
μειώνεται περίπου στο ένα δέκατο του ποσοστού που παρατηρείται κατά την ηρεμία 
(Vina et al., 2000). Οι ελεύθερες ρίζες, επίσης, οξειδώνουν διάφορα βιομόρια όπως τα 
λιπίδια των μεμβρανών, τις πρωτεΐνες και το DNA. Έχουν ακόμα συσχετιστεί και με
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διάφορες ασθένειες όπως του Parkinson, του Alzheimer, την κατάθλιψη και τη 
γήρανση (Halliwell & Gutteridge, 1998).
Λιπίδια
Όσον αφορά τα λιπίδια, είναι ευαίσθητα σε οξείδωση. Καθώς όλες οι 
μεμβράνες, κυτταρικές και κυτταρικών οργανιδίων, αποτελούνται από λιπίδια 
μπορούν να υποστούν βλάβες από τις ελεύθερες ρίζες. Εδώ κυρίως προσβάλλονται τα 
πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (PUFA) ως δομικά συστατικά των μεμβρανών του 
κυττάρου. Η οξείδωση των PUFA είναι η εναρκτήρια αντίδραση της λιπιδικής 
υπεροξείδωσης, η οποία οδηγεί στην παραγωγή ριζών περοξυλίου ROO*, συζυγών 
διενίων και μηλονικής διαλδεΰδης (MDA). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση 
της ρευστότητας και της διαπερατότητάς τους. Επίσης, οι ROS μπορούν να 
προκαλέσουν οξείδωση των λιποπρωτεϊνών και κυρίως της LDL, οι οποίες είναι 
σημαντικός παράγοντας πρόκλησης αθηροσκλήρυνσης (Young and McEneny, 2001; 
Halliwell and Gutteridge, 1999).
Πρωτεΐνες
Οι δομικές πρωτεΐνες μπορούν να οξειδωθούν από τις ROS με αποτέλεσμα να 
τροποποιηθεί η δομή και η λειτουργία τους. Αποτέλεσμα της οξείδωσής τους είναι η 
δημιουργία καρβονυλικών ομάδων στα αμινοξέων, που συχνά χρησιμοποιούνται ως 
δείκτες οξειδωτικού στρες. Η καταστροφή των πρωτεϊνών έχει σημαντικές συνέπειες 
για το κύτταρο, όπως απώλεια ενζυμικής λειτουργίας. Οι οξειδωμένες πρωτεΐνες 
αποικοδομούνται από το πρωτεάσωμα και τα λυσσοσώματα. Τα καρβονύλια μεγάλου 
μοριακού βάρους, όμως, δεν μπορούν να αποικοδομηθούν και συσσωρεύονται
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δημιουργώντας συσσωματώματα (Levine and Stadtman, 2001; Grune et al., 1997; 
Halliwell and Gutteridge, 1999).
DNA
Αν και το DNA είναι ένα σταθερό και καλά προστατευμένο μόριο, οι ROS 
μπορούν να αλληλεπιδράσουν με αυτό και να προκαλέσουν βλάβες και να προάγουν 
στην εμφάνιση μεταλλάξεων. Οι αλληλεπιδράσεις μπορεί να οδηγήσουν σε 
τροποποίηση των βάσεων, θραύσεις του DNA, απώλεια πουρινών, ζημιά στη 
δεοξυριβόζη και βλάβη στο σύστημα επιδιόθωσης του DNA. Η ρίζα υδροξυλίου 
(OH·) επιτίθεται στη γουανίνη στη θέση C-8 και σχηματίζει ένα οξειδωτικό προϊόν, 
την 8-υδροξυγουανίνη (8-OHdG). Οι ρίζες υδροξυλίου μπορούν επίσης να επιτεθούν 
και σε άλλες βάσεις όπως η αδενίνη για να σχηματίσουν την 8-υδροξυαδενίνη. Η 
αλληλεπίδραση ανάμεσα στις πυριμιδίνες και στις ρίζες υδροξυλίου οδηγεί στο 
σχηματισμό υπεροξειδίου της θυμίνης, 5-ουρακίλης, γλυκολών της θυμίνης και άλλων 
παρεμφερών προϊόντων (Radak et al., 1999; Ames, 1986; Beckman and Koppenol, 
1996; Dizdaroglu et al., 2002; Halliwell, 2001; Halliwell and Gutteridge, 1999; 
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1.4. Οξειδωτικό στρες
Ως οξειδωτικό στρες ορίζεται η διαταραχή στην ισορροπία προοξειδωτικών- 
αντιοξειδωτικών υπέρ των πρώτων (Sies, 1991). Πρόκειται για διαταραχή της 
ισορροπίας μεταξύ της παραγωγής ελευθέρων ριζών και της δράσης των 
αντιοξειδωτικών μηχανισμών των ιστών, με αποτέλεσμα είτε να υπερπαράγονται 
ελεύθερες ρίζες είτε να παρατηρείται μειωμένη δράση των αντιοξειδωτικών 
μηχανισμών του οργανισμού. Οι επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες εξαρτώνται από 
την έκταση των μεταβολών αυτών. Το κύτταρο είναι ικανό να ανακτήσει την αρχική 
του κατάσταση μετά από περιορισμένη οξειδωτική βλάβη. Σοβαρότερες διαταραχές, 
ωστόσο οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο, είτε με τη διαδικασία της απόπτωσης, είτε 
με άμεση κυτταρική νέκρωση.
Ακόμη αρκετά ένζυμα είναι γνωστό ότι έχουν αντιοξειδωτικές ιδιότητες, όπως 
η τρανσφεράση γλουταθειόνης -S και οι αφυδρογονάσες αλδεϋδών. Ως
αντιοξειδωτικές ενώσεις χαρακτηρίζονται μόρια που αντιδρούν με τις ελεύθερες ρίζες 
και τις καθιστούν ακίνδυνες. Οι βιταμίνες A, D και E, καθώς και 
διάφορα φυτοχημικά, όπως οι φαινόλες, οι πολυφαινόλες και τα φλαβονοειδή που εν 
δυνάμει εξουδετερώνουν ελευθέρες ρίζες, μειώνουν τον κίνδυνο εμφάνισης πολλών 
χρόνιων εκφυλιστικών νοσημάτων.
Ο κατάλογος των ασθενειών, που σχετίζονται με την παρουσία ελευθέρων 
ριζών συνεχώς αυξάνεται (Halliwell, 2001). Χαρακτηριστικά παραδείγματα 
αποτελούν:
• ο καρκίνος
• οι καρδιαγγειακές παθήσεις
• οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες
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• και διάφορες αυτοάνοσες ασθένειες όπως ρευματοειδής αθρίτιδα
Αναλυτικότερα, στα αποτελέσματα του οξειδωτικού στρες, συγκαταλέγονται 
η μείωση των αμυντικών συστημάτων του οργανισμού και η οξείδωση μορίων, όπως 
λιπίδια, πρωτεΐνες, υδατάνθρακες και DNA. Μάλιστα, πρωτεΐνες που περιέχουν 
αμινοξέα όπως μεθειονίνη, κυστεΐνη, τρυπτοφάνη, τυροσίνη, φαινυλαλανίνη και 
ιστιδίνη αντιδρούν πιο εύκολα με ελεύθερες ρίζες με αποτέλεσμα τη μεταβολή της 
δομής τους και της λειτουργίας τους (Lyras et al, 1977). Στην περίπτωση του DNA, οι 
ελεύθερες ρίζες προκαλούν βλάβες τόσο στις βάσεις (πουρίνες, πυριμιδίνες), όσο και 
στην D-ριβόζη του μορίου. Στα λιπίδια οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν υπεροξείδωση 
που σχετίζεται με τη γήρανση, τον καρκίνο και την αθηροσκλήρυνση (Halliwell and 
Cross, 1994).
2. Αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί
H συνεχής έκθεση στις βλαπτικές δράσεις των ελευθέρων ριζών έχει οδηγήσει 
τους οργανισμούς στην ανάπτυξη μιας σειράς προστατευτικών μηχανισμών. Οι 
μηχανισμοί αυτοί περιλαμβάνουν προληπτικούς μηχανισμούς, μηχανισμούς 
επιδιόρθωσης και αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς. Ως αντιοξειδωτικό μπορεί να 
χαρακτηριστεί οποιαδήποτε ουσία, η οποία, όταν είναι παρούσα σε χαμηλές 
συγκεντρώσεις συγκριτικά με εκείνες των υποστρωμάτων που πρόκειται να 
οξειδωθούν, καθυστερεί ή αναστέλλει την οξείδωση αυτών των υποστρωμάτων. Ο 
φυσιολογικός ρόλος των αντιοξειδωτικών, όπως προκύπτει από τον ορισμό, είναι η
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αποφυγή της βλάβης των κυτταρικών συστατικών, ως συνέπεια των χημικών 
αντιδράσεων από τις οποίες προκύπτουν ελεύθερες ρίζες και η διατήρηση της 
οξειδοαναγωγικής ομοιόστασης. Τα αντιοξειδωτικά διακρίνονται σε ενδογενή 
(κυτταρικές λειτουργίες) και εξωγενή (για παράδειγμα αντιοξειδωτικά που 
λαμβάνονται από τη διατροφή). (Pham-huy et al., 2008) Οι ενδογενείς 
αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί διακρίνονται σε ενζυμικούς και μη ενζυμικούς (Halliwell 
& Gutteridge, 2007; Alessio et al., 2005).
2.1. Ενζυμικοί μηχανισμοί αντιοξειδωτικής άμυνας
Οι ενζυμικοί μηχανισμοί προκαλούν τη μετατροπή της ρίζα του υπεροξειδίου 
ανιόντος και του υπεροξειδίου του υδρογόνου, δυο εξαιρετικά τοξικών προ - 
οξειδωτικών, στο ακίνδυνο νερό. Η υπεροξειδική δισμουτάση (SOD) προκαλεί τη 
μετατροπή της ρίζας υπεροξειδικού ανιόντος σε υπεροξείδιο του υδρογόνου, ενώ η 
καταλάση (CAT) και η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPX) τη μετασχηματίζουν 
σε νερό (Oberley et al., 1997). Άλλα αντιοξειδωτικά ένζυμα είναι η αναγωγάση της 
γλουταθειόνης (GR), η οξυγενάση της αίμης, η τρανσφεράση της γλουταθειόνης και 
η συνθετάση της γλουταθειόνης.
2.1.1. Υπεοοζειδική δισμουτάση (SOD)
Ένα από τα πλέον αποτελεσματικά ενζυμικά αντιοξειδωτικά, η πρώτη 
αντιοξειδωτική γραμμή άμυνας του οργανισμού, είναι η υπεροξειδική δισμουτάση, η 
οποίο εξουδετερώνει την εξαιρετικά δραστική ρίζα του υπεροξειδικού ανιόντος, O /" , 
οδηγώντας στη δημιουργία του, λιγότερο δραστικού, υπεροξειδίου του υδρογόνου, 
H2O2 , και του μοριακού οξυγόνου O2.
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SOD
2 O2" + 2H --------- ► H2O2 + O2
To H2O2 εξουδετερώνεται στη συνέχεια από την καταλάση ή αντιδρώντας με την 
υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, σε νερό και οξυγόνο. Η υπεροξειδική δισμουτάση 
εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα καθώς και στα μιτοχόνδρια και περιέχει Mn 
στο ενεργό της κέντρο (Valko et al., 2006). Έτσι, το O2·" που παράγεται κατά την 
οξειδωτική φωσφορυλίωση στα μιτοχόνδρια, ανάγεται από την μιτοχονδριακή SOD 
ενώ όσο διαχέεται στο κυτταρόπλασμα, ανάγεται από την κυτταροπλασματική SOD, 
η οποία βρίσκεται σε μεγάλα ποσά στα μυϊκά κύτταρα (Mohan and Das, 1997).
2.1.2. Καταλάση (CAT)
Η καταλάση είναι ένα εξαιρετικά ενεργό ένζυμο το οποίο απαντάται σε 
φυτικά και ζωικά κύτταρα καθώς και σε ορισμένα αερόβια βακτήρια. Απαντάται 
κυρίως στο ήπαρ και στα ερυθροκύτταρα, ενώ ενδοκυττάρια εντοπίζεται στο 
κυτταρόπλασμα και στα υπεροξειδιοσώματα (ή μικροσώματα) και προκαλεί την 
μετατροπή του H2O2 σε νερό και μοριακό οξυγόνου (Masters et al., 1986; Antunes et 
al., 2002):
2Η2Ο2 CAT r 2Η2Ο + Ο2
Η καταλάση είναι εξαιρετικά ενεργό ένζυμο καθώς ένα μόριο καταλάσης 
μπορεί να μετατρέψει ~6*106 μόρια H2O2 σε νερό και οξυγόνο κάθε λεπτό. Η 
αδυναμία της εξουδετέρωσης του H2O2 που εντοπίζεται σε πολλούς καρκινικούς 
όγκους συνδέεται με χαμηλά επίπεδα καταλάσης σε αυτούς (Valko et al., 2006; 
Oberley and Oberley, 1997).
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2.1.3. Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPX)
Η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης αντιδρά σε συνδυασμό με το τριπεπτίδιο 
γλουταθειόνη (GSH), η οποία βρίσκεται σε μεγάλες συγκεντρώσεις σε όλα τα κύτταρα. Η 
GPX είναι από τα λίγα ένζυμα που απαιτούν σελήνιο για τη δράση τους. Απαραίτητο 
υπόστρωμα για να δράσει η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης είναι διάφορα οργανικά 
υπεροξείδια (ROOH) ή το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) και τα διασπά σε νερό 
και αλκοόλη με ταυτόχρονη οξείδωση της γλουταθειόνης (σε GSSG). Θεωρείται ότι η 
γλουταθειόνη ανάγει το σελήνιο στην υπεροξειδάση της γλουταθειόνης GPx και αυτή 
η ανηγμένη μορφή του ενζύμου καταλύει τη διάσπαση (Valko et al., 2006; Antunes et 
al., 2002; Halliwell, 2001):
2GSH + H2O2 GPx r GSSG+ 2 H2O
2GSH + ROOH GPx r GSSG + ROH + H2O
Η δράση της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης εξαρτάται άμεσα από τη 
συγκέντρωση της γλουταθειόνης. Ο μεταβολισμός της γλουταθειόνης είναι από τους 
σημαντικότερους μηχανισμούς αντιοξειδωτικής άμυνας του κυττάρου 
προστατεύοντας τα κύτταρα των ζώντων οργανισμών από το οξειδωτικό στρες.
2.1.4. Αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR)
Τόσο η ενζυμική (διά των υπεροξειδασών της γλουταθειόνης) όσο και η μη 
ενζυμική αδρανοποίηση των ελευθέρων ριζών από την αναχθείσα γλουταθειόνη 
(GSH) οδηγεί σε παραγωγή οξειδωμένης γλουταθειόνης (GSSG). Προκειμένου η
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γλουταθειόνη να εκπληρώσει το ρόλο της ως αντιοξειδωτική ουσία, απαιτείται η 
διατήρηση υψηλής ενδοκυττάριας αναλογίας ανηγμένης (GSH) προς οξειδωμένη 
γλουταθειόνη (GSSG). Αυτό επιτυγχάνεται με μια βιοχημική αντίδραση, η οποία 
εξαρτάται από το NADPH. Το NADPH ανάγει το FAD, το οποίο το χρησιμοποιείται 
από τη GR σαν συνένζυμο. Η GR διατηρεί τη φυσιολογική αναλογία GSH:GSSG στο 
εσωτερικό του κυττάρου καταλύοντας την αναγωγή της GSSG σε GSH. H 
δραστικότητα της GR μπορεί να αυξηθεί με δύο μηχανισμούς: Αύξηση των 
επιπέδων/δραστικότητας της GR ή αύξηση των επιπέδων NADPH (Antunes et al., 
2002).
GSSG + NADPH GR , GSH + NADP+
2.1.5. Οζυγενάση της αίμης (OH-1)
Η οξυγενάση της αίμης παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση και στη 
λειτουργία του μεταβολισμού της αίμης. Καταλύει το πρώτο βήμα για την 
αποδόμηση της αίμης το οποίο είναι κρίσιμης σημασίας. Τα τελευταία χρόνια οι 
μελέτες δείχνουν ότι η οξυγενάση της αίμης επάγεται όχι μόνο από το υπόστρωμα της 
αίμης αλλά και από μία ποικιλία μη αιμικών επαγωγέων όπως βαρέα μέταλλα, 
ενδοτοξίνες, heat shock πρωτεΐνες, κυτοκίνες και προστανγλαδίνες. Αυτή η ποικιλία 
των επαγωγέων της, αποδεικνύει ότι η οξυγενάση της αίμης παίζει σημαντικό ρόλο 
και στη ομοιόσταση των κυττάρων. Επίσης έχει δειχθεί ότι η οξυγενάση της αίμης 
παίζει σημαντικό ρόλο στην προστασία των κυττάρων από το οξειδωτικό στρες 
(Pischke et al., 2005; Alam et al., 1999).
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Η αίμη, μέσω της ΗΟ, καταβολίζεται σε μονοξείδιο του άνθρακα και 
χολοπρασίνη (biliverdin), καθώς απέλευθερώνεται ο σίδηρος, ο οποίος μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί πάλι από τα κύτταρα. Υπάρχουν δύο ισομορφές της οξυγενάσης της 
αίμης, η ΗΟ-1 και η ΗΟ-2. Έχουν αντιοξειδωτική ικανότητα και δρουν σαν 
αντιφλεγμονώδης πρωτεΐνες, όπου προκληθεί οξειδωτική βλάβη. Η ΗΟ-2 παράγεται 
εντός του εγκεφάλου και των όρχεων, ενώ η ΗΟ -1 βρίσκεται παντού, αλλά σε 
χαμηλά επίπεδα όταν ο οργανισμός βρίσκεται σε κατάσταση ηρεμίας. Διάφορες 
καταπονήσεις, επάγουν την ταχεία παραγωγή της ΗΟ-1. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν 
ότι η ΗΟ-1 έχει προστατευτικό ρόλο σε διάφορες φλεγμονώδεις καταστάσεις αλλά 
καμία νόσος μέχρι στιγμής δεν έχει αποδοθεί σε πρωτογενή ανεπάρκεια της ΗΟ -1 
(Yachie et al., 1999).
Εικόνα 7. Μεταβολισμός της αίμης.
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2.1.6. Τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST)
Οι τρανσφεράσες της γλουταθειόνης, αποτελούν μια οικογένεια των 
προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών μεταβολικών ισοενζύμων, οι οποίες καταλύουν τη 
σύζευξη της ανηγμένης μορφής της γλουταθειόνης (GSH) προς ξενοβιοτικά 
υποστρώματα, έχοντας σημαντικό ρόλο στην αποτοξίνωση. Καταλύουν τη σύζευξη 
της GSH -  μέσω μιας ομάδας σουλφυδρυλίου -  σε ηλεκτρονιόφιλα κέντρα, 
χρησιμοποιώντας ένα μεγάλο εύρος υποστρωμάτων, για να καταστούν οι ενώσεις 
περισσότερο διαλυτές (Douglas, 1987). Η οικογένεια GST αποτελείται από τρεις 
υπεροικογένειες: την κυτοσολική, την μιτοχονδριακή και τη μικροσωμική οικογένεια. 
Εκτός από τον βασικό τους ρόλο να καταλύουν τη σύζευξη των ηλεκτροφιλικών 
υποστρωμάτων με τη γλουταθειόνη, έχουν και άλλους σημαντικούς ρόλους. Έχουν 
ικανότητα υπεροξειδάσης και ισομεράσης, μπορούν να αναστείλουν την Jun N- 
τερματική κινάση (προστατεύοντας έτσι τα κύτταρα από τον θάνατο λόγω του Η2Ο2), 
μπορούν να δεσμεύσουν τις τοξίνες και να λειτουργήσουν ως πρωτεΐνες μεταφοράς 
και είναι ικανά να συνδέονται με ένα ευρύ φάσμα ενδογενών και εξωγενών 
προσδετών (Sheehan et al., 2001).
2.1.7. Συνθετάση της γλουταθειόνης (GCL)
Η συνθετάση της γλουταθειόνης (GCL), γνωστή και ως συνθετάση της 
γάμμα-γλουταμυλοκυστείνης (GCS), είναι το πρώτο ένζυμο του μονοπατιού της 
βιοσύνθεσης της γλουταθειόνης που καταλύει την χημική αντίδραση (Dalton et al., 
2004):
L-γλουταμινικό + L-κυστείνη + ATP--- ► γ-γλουταμυλο κυστείνη + ADP + Pi
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H GSH, και κατ’ επέκταση η GCS, είναι σημαντική για την επιβίωση των 
κυττάρων. Σχεδόν κάθε ευκαρυωτικό κύτταρο, από τα φυτά μέχρι τους ζυμομύκητες 
και τον άνθρωπο, εκφράζουν μια μορφή της πρωτεΐνης GCS για το σκοπό της 
σύνθεσης της GSH.
H GCS καταλύει το πρώτο και σημαντικό βήμα για την παραγωγή της 
κυτταρικής γλουταθειόνης (GSH), που περιλαμβάνει τη συμπύκνωση της κυστεΐνης 
και του γλουταμικού, για να σχηματίσει το διπεπτίδιο γ-γλουταμυλ-κυστεΐνης (γ-GC), 
χρησιμοποιώντας ATP (Franklin et al., 2009). Αυτή η σύζευξη του πεπτιδίου είναι 
μοναδική διότι λαμβάνει χώρα μεταξύ της αμινομάδας της κυστεΐνης και του 
καρβοξυλικού οξέος της πλευρικής αλυσίδας του γλουταμικού (Njalsson and 
Norgren, 2005). Αυτός ο πεπτιδικός δεσμός είναι ανθεκτικός στη διάσπαση από 
κυτταρικές πεπτιδάσες και απαιτεί ένα εξειδικευμένο ένζυμο, τη γ-γλουταμυλ 
τρανπεπτιδάση, για να μεταβολίσει τη γ-GC και τη GSH στα συστατικά της αμινοξέα
(Lu, 2009).
Εικόνα 8. Δράση της GCL (GCS)
H ενζυμική δραστικότητα της GCS επηρεάζεται από πολλούς παράγοντες, 
συμπεριλαμβανομένης της κυτταρικής έκφρασης των υπομονάδων της GCS, της 
πρόσβασης σε υποστρώματα (η κυστεΐνη είναι τυπικά περιορισμένη για την 
παραγωγή της γ-GC), και επηρεάζεται από μετά-μεταφραστικές τροποποιήσεις σε 
συγκεκριμένες θέσεις επί των υπομονάδων της GCS (Backos et al., 2013).
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Λαμβάνοντας υπόψιν το ρόλο της ως ένζυμο περιορισμού του ρυθμού της 
βιοσύνθεσης της γλουταθειόνης, οι αλλαγές στη δραστικότητα της GCS σχετίζονται 
άμεσα με τις αλλαγές στη κυτταρική ικανότητα βιοσύνθεσης της GSH. Γι’ αυτό, 
θεραπευτικές στρατηγικές για να μεταβάλλουν την παραγωγή της GSH έχουν 
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Εικόνα 9. Αντιμετώπιση ελευθέρων ριζών ενδογενώς με το σύστημα της GSH
2.2. Μη ενζυμικοί μηχανισμοί αντιοξειδωτικής άμυνας
Οι μη ενζυμικοί μηχανισμοί περιλαμβάνουν ενδογενή και εξωγενή 
αντιοξειδωτικά μόρια, υδατοδιαλυτές και λιπόφιλες βιταμίνες.
2.2.1. Ασκορβικό οζυ (Βιταμίνη C)
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Η βιταμίνη C είναι ένα ισχυρό αντιοξειδωτικό το οποίο δρα σε υδατικά 
περιβάλλοντα στον οργανισμό, όπως αυτά στα μάτια και στους πνεύμονες. Θεωρείται 
ίσως το σημαντικότερο υδατοδιαλυτό αντιοξειδωτικό. Μετατρέπει τα δραστικά 
οξυγονούχα είδη σε ελάχιστα δραστικά παράγωγα ασκορβικού. Συνεργάζεται με τη 
βιταμίνη Ε, τα καροτενοειδή καθώς και αντιοξειδωτικά ένζυμα (Valko et al., 2006). 
Προστατεύει τις μεμβράνες από την οξείδωση. Η πλειοψηφία των μελετών συγκλίνει 
ότι κατόπιν χορήγησης βιταμίνης C μειώνεται η οξείδωση βάσεων του DNA καθώς 
και η φθορά στα λιπίδια και στις πρωτεΐνες. Άλλες μελέτες δείχνουν προ-αποπτωτική 
δράση της βιταμίνης C και προστασία από τον κυτταρικό θάνατο μετά από έκθεση σε 
διάφορα οξειδωτικά ερεθίσματα (Valko et al., 2004).
2.2.2. Βιταμίνη Ε
Η βιταμίνη Ε είναι μια λιποδιαλυτή βιταμίνη η οποία υπάρχει σε οκτώ 
διαφορετικές μορφές. Η α-τοκοφερόλη είναι η πιο ενεργή από τις οκτώ μορφές της 
βιταμίνης Ε στους ανθρώπους και είναι εξαιρετικά ισχυρό αντιοξειδωτικό, θεωρείται 
δε το αντιοξειδωτικό το οποίο προστατεύει κατεξοχήν τις κυτταρικές μεμβράνες 
(λόγω του λιπόφιλου χαρακτήρα του) (Pham-Huy et al., 2008). Κύρια αντιοξειδωτική 
λειτουργία του είναι η προστασία από τη λιπιδική υπεροξείδωση. Θεωρείται ότι η α- 
τοκοφερόλη και το ασκορβικό οξύ λειτουργούν μαζί σε μια διαδικασία ανακύκλωσης 
της βιταμίνης Ε, με το ασκορβικό οξύ να είναι υπεύθυνο για την αναγέννηση της α- 
τοκοφερόλης. Αξίζει να σημειωθεί ότι, η βιταμίνη Ε είναι μια λιποδιαλυτή βιταμίνη, 
ενώ το ασκορβικό οξύ ανήκει στην κατηγορία των υδατοδιαλυτών βιταμινών, 
γεγονός που πιθανώς δημιουργεί πρόβλημα μιας και οι δύο πρωτεΐνες βρίσκονται σε 
διαφορετική φάση. Όμως, έχει αποδειχτεί ότι στις μεμβράνες η φαινολική υδροξυλική 
ομάδα της βιταμίνης Ε βρίσκεται ενδιάμεσα, μεταξύ της μεμβράνης και της υδατικής
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φάσης, όπως συμβαίνει και με τις πολικές κεφαλές των φωσφολιπιδίων. Με ανάλογο 
τρόπο η βιταμίνη Ε προστατεύει και τις LDL από τη λιπιδική υπεροξείδωση και έτσι 
συμβάλλει στην πρόληψη του σχηματισμού αθηρωματικών πλακών 
(Παπαγεωγεωργίου, 2005).
Κατά την αντιοξειδωτική αντίδραση η α-τοκοφερόλη μετατρέπεται σε ρίζα α- 
τοκοφερόλης δίνοντας ένα υδρογόνο σε ένα λιπίδιο ή ρίζα λιπιδικού υπεροξειδίου. Η 
ρίζα α-τοκοφερόλης ανάγεται στη μητρική μορφή της α-τοκοφερόλης από το 
ασκορβικό οξύ (Valko et al., 2004; Valko et al., 2006). Η απορρόφηση της α- 
τοκοφερόλης πραγματοποιείται στο βλεννογόνο του εντερικού σωλήνα και 
μεταβολίζεται στο ήπαρ. Η απορρόφησή της εξαρτάται από την ικανοποιητική 
παρουσία χολικών αλάτων, από τις παγκρεατικές εστεράσες και από την 
περιεκτικότητα της τροφής σε λίπος.
2.2.3. Καροτενοειδή
Τα καροτενοειδή είναι χρωστικές οι οποίες βρίσκονται στα φυτά και σε 
μικροοργανισμούς αλλά δεν μπορούν να συντεθούν σε ζωικούς οργανισμούς. 
Ευθύνονται για το κόκκινο, κίτρινο και πορτοκαλί χρώμα των φρούτων και των 
λαχανικών. Περισσότερα από 600 είδη απαντώνται στη φύση με τα κυριότερα της 
κατηγορίας να είναι το β-καροτένιο και το λυκοπένιο. Ειδικά το β-καροτένιο είναι 
από τα πλέον ισχυρά αντιοξειδωτικά τα οποία δεσμεύουν το μονήρες οξυγόνο (Pham- 
Huy et al., 2008). Στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου, με τη βοήθεια του ενζύμου 
της β-καροτενοειδή 15, 15’ διοξυγονάσης, το β-καροτένιο μπορεί να μετατραπεί σε 
δύο όμοια μόρια βιταμίνης Α. Δεν έχουν όμως όλα τα καροτενοειδή τη δυνατότητα 
να συνθέσουν ρετινόλη, ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι το λυκοπένιο. 
Επιπλέον δρουν σταθεροποιώντας τις υπεροξειδικές ρίζες (Valko et al., 2006). Όσα
32
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
καροτενοειδή κατέχουν ενεργότητα της βιταμίνης Α μπορούν να απορροφηθούν 
χωρίς να διασπασθούν ή να διασπαστούν σχηματίζοντας βιταμίνη Α και στη συνέχεια 
να απορροφηθούν στα βλεννογόνα κύτταρα του εντέρου. Οι λιποπρωτεΐνες 
αποτελούν μέσο μεταφοράς των καροτενοειδών στο πλάσμα. Το λυκοπένιο και το 
β-καροτένιο μεταφέρονται με τις LDL και εντοπίζονται στον πυρήνα των 
λιποπρωτεϊνών.
Τα καροτενοειδή είναι ιδιαίτερα ισχυροί απενεργοποιητές του μονήρους 
οξυγόνου (1Ο2). Ένας τρόπος είναι η διεγερμένη μορφή του 1Ο2 οδηγείται στο 
καροτονοειδές και εν συνεχεία αποβάλλεται στο περιβάλλον με τη μορφή θερμότητας 
και ο δεύτερος τρόπος αφορά την χημικά εξουδετέρωση του 1Ο2 από το 
καροτενοειδές με την εισαγωγή του σε διπλό δεσμό (Παπαγεωγεωργίου, 2005).
2.2.4. Γλουταθειόνη
Το τριπεπτίδιο, L-γ-γλουτάμυλο-L-κυστείνυλο-γλυκίνη (L^-glutamyl-
Lcysteinyl- glycine) ή GSH με μοριακό βάρος 307 είναι η σπουδαιότερη 
μικρομοριακή θειόλη που έχει βρεθεί σε φυτικά, ζωικά κύτταρα, αερόβια βακτήρια 
(π.χ. στο E. coli) σε συγκεντρώσεις της τάξης των mM, καθώς επίσης σπανιότερα και 
σε αναερόβια βακτήρια. Με το μόριο αυτό δεν παρατηρούνται τα φαινόμενα 
τοξικότητας που έχουν αναφερθεί ότι προκαλεί από μόνο του το αμινοξύ κυστεΐνη 
(Puka-Sundvall et al., 1995) και έτσι έχει επιλεγεί στη φύση ως το πλέον κατάλληλο 
μόριο για να διευθετήσει τη θειολική οξειδοαναγωγική ισορροπία που 
χαρακτηρίζεται από την αναλογία των θειολών προς τα δισουλφίδια. Η παρουσία 
γ-πεπτιδικού δεσμού στο μόριο το καθιστά ανθεκτικό στην αποικοδόμηση μέσω 
αμινοπεπτιδασών.
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Το δισουλφίδιο της γλουταθειόνης GSSG (Εικόνα 10), συχνά αναφερόμενο 
και ως οξειδωμένη γλουταθειόνη, προκύπτει ύστερα από οξείδωση και σχηματισμό 
δισουλφιδικής γέφυρας μεταξύ δύο μορίων γλουταθειόνης. Εκτός όμως από την 
οξείδωση με τον εαυτό του, το μόριο της γλουταθειόνης μπορεί να σχηματίσει 
δισουλφιδική γέφυρα και με άλλα μικρού μοριακού βάρους μόρια όπως ελεύθερη 
κυστεΐνη, συνένζυμο Α, καθώς και με θειολικές ομάδες πρωτεϊνών (Sies, 1999).
ΓλουταμίΛ/ικό οξύ Κυστεΐνη Γλυκίυη
Εικόνα 10: Δομή της γλουταθειόνης
Το μεγαλύτερο ποσοστό της γλουταθειόνης του κυττάρου εντοπίζεται στο 
κυτταρόπλασμα και μόνο το 10% βρίσκεται στα μιτοχόνδρια. Τα μιτοχόνδρια 
στερούνται ενζύμων σύνθεσης GSH και γι’ αυτό πρέπει να την προσλάβουν από το 
κυτταρόπλασμα. Επιπρόσθετα, ένα μέρος της GSH βρίσκεται και στον πυρήνα 
(Halliwell and Gutteridge, 1998).
Ρόλος της γλουταθειόνης:
1. Η GSH είναι ευρέως διαδεδομένη σε κατώτερους και ανώτερους οργανισμούς 
και θεωρείται ως ο σημαντικότερος ρυθμιστής της ενδοκυττάριας
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οξειδοαναγωγικής κατάστασης και συμμετέχει στις οξειδοαναγωγικές 
αντιδράσεις μέσω της αντιστρεπτής οξείδωσης της ενεργής της θειολικής 
ομάδας (Mendoza-Cozatl et al., 2005).
2. In vitro η GSH αντιδρά άμεσα και εξουδετερώνει τη ρίζα υδροξυλίου, το 
υποχλωριώδες οξύ, το υπεροξυνιτρώδες, υπεροξυλικές και αλκοξυλικές ρίζες, 
ελεύθερες ρίζες με κέντρο το άτομο του άνθρακα και το μονήρες οξυγόνο 
(Halliwell and Gutteridge, 1998).
3. Ανάγει άμεσα το οξειδωμένο ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) ή μέσω της 
αναγωγάσης του διϋδροασκορβικού (May et al., 2003). Ο κύκλος 
γλουταθειόνης - ασκορβικού οξέος στους χλωροπλάστες των φυτικών 
κυττάρων είναι γνωστός ως κύκλος Foyer-Halliwell-Asada (Halliwell and 
Gutteridge, 1998).
4. Υπάρχουν πολλές ενδείξεις ότι συμμετέχει στην ανακύκλωση της βιταμίνης Ε 
σε ορισμένα μεμβρανικά συστήματα (Halliwell and Gutteridge, 1998).
5. Εμποδίζει την οξείδωση των -SH ομάδων στις πρωτεΐνες. Έχει βρεθεί ότι η 
GSH αναστέλλει την καταλάση (Sun and Oberley, 1989), ενώ εμπλέκεται και 
σε πολλές κυτταρικές λειτουργίες, όπως στη μεταγωγή κυτταρικών σημάτων, 
στην έκφραση γονιδίων και στην απόπτωση (Sies, 1999).
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Εικόνα 11: Σχηματική απεικόνιση του συστήματος της γλουταθειόνης (GSH). Η 
ομοιόσταση της GSH, πεpιλαμβάνει ενδοκυτταpικούς και εξωκυτταpικούς 
μηχανισμούς. Τα συζυγή γλουταθειόνης (GS-X) και η GSSG, μεταφέρονται έξω από 
το κύτταρο μέσω GS-X/GSSG αντλιών. Η NADPH-εξαρτώμενη GSH αναγωγάση 
(GR) είναι υπεύθυνη για την ενδοκυτταρική ανακύκλωση της GSH, ενώ η 
εξωκυτταρική GSH διαδοχικά υδρολύεται από τη γ-γλουτάμυλο τρανσπεπτιδάση (γ- 
GT) και τη διπεπτιδάση (DPD), για την ανακύκλωση των αμινοξέων γλυκίνη, 
κυστείνη και γλουταμινικό για την σύνθεση της GSH.
2.2,5. Συνένζνκο Q
Το συνένζυμο Q10 είναι ένα σημαντικότατο αντιοξειδωτικό στοιχείο, που 
όμως εμφανίζει και άλλες αξιόλογες επιδράσεις στον ανθρώπινο οργανισμό. Το 
συνένζυμο Q10 είναι μια λιπιδική δομή με δραστικότητα συνενζύμου. Υπάρχουν 
διάφοροι τύποι συνενζύμων (γνωστά και ως ουβικινόνες - ubiquino nes), αλλά αυτό 
που συναντάται φυσικά σ’ όλα τα ανθρώπινα κύτταρα είναι το συνένζυμο Q10. Οι 
εξέχουσες αντιοξειδωτικές ιδιότητες του, συνοψίζονται τόσο στην αυτούσια δράση 
του ως δεσμευτής των ελευθέρων ριζών, αλλά και στη συνεισφορά του ως διεγέρτης 
της επαναφοράς της βιταμίνης Ε στην ενεργή της μορφή, έπειτα από την αντίδρασή 
της με κάποια ελεύθερη ρίζα. Το συνένζυμο Q10 το παράγει ο οργανισμός μας αλλά 
το παίρνουμε και μέσω κάποιων τροφών (όπως το σκουμπρί). Επίσης, το συνένζυμο
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Q10 εντοπίζεται και στα τρόφιμα (κυρίως στο κρέας), αλλά το μαγείρεμα και οι 
μέθοδοι κατεργασίας το καταστρέφουν. Το συνένζυμο Q10 δρα σε ένα θεμελιώδες 
βιοχημικό επίπεδο ως φορέας στην αλυσίδα «μεταφοράς ηλεκτρονίων». Αυτή η 
αλυσίδα είναι το τελικό στάδιο της πολύπλοκης διαδικασίας παραγωγής ενέργειας 
από την τροφή και η οποία καταλήγει στο σχηματισμό ΑΤΡ (τριφωσφορική 
αδενοσίνη), που αποτελεί το άμεσο ενεργειακό «νόμισμα» για κάθε κύτταρο. Η 
ενδογενής σύνθεση του Q10 εξαρτάται από την επάρκεια των αμινοξέων τυροσίνη 
και φαινυλαλανίνη, αλλά και από την συμμετοχή 7 ακόμα βιταμινών και αρκετών 
ιχνοστοιχείων. Κάθε λοιπόν έλλειψη σε έναν από τους προδρόμους της σύνθεσης του 
Q10, μπορεί να οδηγήσει σε ανεπαρκή παραγωγή, αυτού του πολύτιμου συνενζύμου 
(Halliwell and Gutteridge, 1998).
2.2.6. Ουρικό ocv
Το ουρικό οξύ βρίσκεται τόσο στα κύτταρα όσο και σε όλα τα υγρά του 
σώματος σε μικρές συγκεντρώσεις. Είναι το τελικό προϊόν του μεταβολισμού των 
πουρινών για το ανθρώπινο είδος και αντίδραση για το σχηματισμό του καταλύεται 
από την οξειδάση της ξανθίνης. Το ουρικό οξύ λειτουργεί ως αντιοξειδωτικό μέσο, 
παρέχοντας ηλεκτρόνια και έτσι δρα προστατευτικά ενάντια στις οξειδωτικές βλάβες 
(Valko et al., 2004). Κατά τη διάρκεια της άσκησης αυξάνονται τα επίπεδα του 
ουρικού οξέος στο πλάσμα του αίματος (Green and Fraser, 1988). Από εκεί μπορεί να 
διαχυθεί στα μυϊκά κύτταρα και τα προστατεύει από τις ROS.
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2.2.7. Χολερυθρίνη
Η χολερυθρίνη δημιουργείται από την δράση του ενζύμου χολοπράσινη 
ρεδουκτάση (biliverdin reductase) επί της χολοπρασίνης (biliverdin). Η χολοπρασίνη 
είναι προϊόν του καταβολισμού της αίμης και αποτελεί μία πράσινη τετραπυρολική 
χολοχρωστική. Η χολοπρασίνη ρεδουκτάση αφαιρεί το διπλό δεσμό μεταξύ του 
δεύτερου και του τρίτου πυρρολικού δακτυλίου. Στη συνέχεια η χολερυθρίνη 
οξειδώνεται και μετατρέπεται ξανά σε χολοπράσινη (Jansen and Daiber, 2012). Σε 
μελέτες in vitro φαίνεται να αναστέλλει τη παραγωγή του σουπεροξειδίου από τα 
ουδετερόφιλα. Επιπλέον, εξουδετερώνει το μονήρες οξυγόνο και αποτελεί ισχυρό 
παράγοντα απομάκρυνσης της υπεροξειδικής ρίζας. Συνδεόμενη η χολερυθρίνη με 
την αλβουμίνη, προστατεύει από τις ελεύθερες ρίζες τόσο την αλβουμίνη όσο και τα 
λιπαρά οξέα που μεταφέρονται από αυτή. Η αέναη αυτή κυκλική διαδικασία, σε 
συνδυασμό με τη δραστική αντιοξειδωτική λειτουργικότητα της χολερυθρίνης, έχει 
οδηγήσει στην υπόθεση ότι ο βασικός της ρόλος είναι η αντιοξειδωτική δράση της 
στα κύτταρα (Choi and Alam, 1996).
3. Πολυφαινόλες
Οι φυτικές πολυφαινόλες, ευρύτατα διαδεδομένες στο φυτικό βασίλειο, είναι 
δευτερογενείς μεταβολίτες απαραίτητοι για τη φυσιολογία των φυτών. Συνιστούν την 
φυσική άμυνα του φυτού απέναντι σε μολύνσεις από βακτήρια μύκητες και ιούς 
αλλά τις βλαβερές επιδράσεις της UV ακτινοβολίας, του όζοντος καθώς και 
περιβαλλοντολογικών μολύνσεων (Korkina et al., 2009). Επιπλέον επιδρούν στους 
μηχανισμούς ανάπτυξης και πολλαπλασιασμού των φυτών.
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Οι δευτερογενείς αυτοί μεταβολίτες προέρχονται από τον μεταβολισμό πρωτογενών 
μεταβολιτών, κυρίως αμινοξέων και υδατανθρακών, μέσω μεθυλίωσης, υδροξυλίωσης και 
γλυκοξυλίωσης. Μέχρι σήμερα χιλιάδες δευτερογενείς μεταβολίτες έχουν αναγνωριστεί, οι 
οποίοι κατατάσσονται σε τρεις μεγάλες κατηγορίες τα τερπένια, τις πολυφαινόλες και τα 
μόρια που περιέχουν άζωτο (Korkina et al., 2009). Οι πολυφαινόλες αποτελούν τη 
μεγαλύτερη κατηγορία, έχουν αναγνωριστεί πάνω από 8000 διαφορετικές δομές, 
διακρίνονται σε φλαβονοειδή, φαινυλοπροπανοειδή, κουρκουμινοειδή, ταννίνες κ.α. 
(Rahman et al., 2006). Κοινό χαρακτηριστικό όλων των ειδών είναι ότι διαθέτουν μια κοινή 
δομή, αρωματικό δακτύλιο (ή και περισσότερους) υποκατεστημένο με τουλάχιστον μια 
υδροξυλομάδα, δηλαδή αποτελούν φαινολικές ενώσεις (Duthie et al., 2003). Ολοένα και 
περισσότερα στοιχεία αποδίδουν τις ωφέλιμες για την υγεία ιδιότητες των φυτών, των 
φρούτων, των βοτάνων, αλλά και τροφίμων και ποτών φυτικής προέλευσης στις 
πολυφαινόλες. Συνήθως οι πολυφαινόλες είναι περίπλοκα σύμπλοκα περισσοτέρων του ενός 
πολυφαινολικών μορίων τα οποία προέρχονται από διμερισμό ή πολυμερισμό απλούστερων 
μορίων (Korkina et al., 2009).
3.1. Κατηγορίες Πολυφαινολών
Οι πολυφαινόλες χωρίζονται σε διαφορετικές κατηγορίες ανάλογα με τον 
αριθμό των αρωματικών δακτυλίων που περιέχουν και τις ομάδες που είναι 
συνδεδεμένες σε αυτούς. Σύμφωνα με το συγκεκριμένο κριτήριο, σχηματίζονται οι 
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3.1.1. Φλαβονοειδή
Τα φλαβονοειδή είναι μια μεγάλη κατηγορία οργανικών ενώσεων που μπορεί 
να υπάρχουν είτε ως μονομερή είτε πολυμερίζονται αντιδρώντας με άλλα 
φλαβονοειδή, με σάκχαρα, με μη φλαβονοειδή ή με συνδυασμούς αυτών των 
ενώσεων. Τα φλαβονοειδή είναι η καλύτερα μελετημένη κατηγορία πολυφαινολών, 
περιλαμβάνει περισσότερες από 5000 ενώσεις και χωρίζεται σε 13 υποκατηγορίες. 
Χαρακτηριστικό των φλαβονοειδών είναι οι δύο αρωματικοί δακτύλιοι που 
συνδέονται μέσω ενός πυρανικού δακτυλίου που περιέχει οξυγόνο. Τα φλαβονοειδή 
διακρίνονται κυρίως σε 6 κατηγορίες: τις φλαβονόλες (π.χ. κερκετίνη, ρουτίνη, 
καμπφερόλη και μυρικετίνη), τις φλαβόνες (π.χ. απιγενίνη και λουτεολίνη), τις 
ισοφλαβόνες (π.χ. γενιστεΐνη και δαϊντζε'ίνη), τις φλαβανόνες (π.χ. ναριγενίνη και 
εσπεριτίνη), τις ανθοκυανιδίνες (π.χ. κυανιδίνη, δελφινιδίνη και μαλβιδίνη) και τις 
φλαβανόλες (π.χ. κατεχίνη, επικατεχίνη και γαλλοκατεχίνη). Οι ενώσεις αυτές 
μπορούν να δρουν προστατευτικά έναντι των βλαβών που προκαλούνται στα κύτταρα 
από τη δράση των ελευθέρων ριζών. Τα φλαβονοειδή φαίνεται να συμβάλλουν στη 
χαμηλή συχνότητα εμφάνισης στεφανιαίας νόσου (Lange et al., 2007; Renaud et al., 
1992), όπως έδειξε το ‘γαλλικό παράδοξο’.
Επίσης, τα φλαβονοειδή μπορεί να αντιδρούν με σάκχαρα όπως η D-γλυκόζη, 
η L-ραμνόζη, η γαλακτόζη, η αραβινόζη και η λιγνίνη και να σχηματίζουν 
γλυκοσυλιωμένες μορφές (Soleas et al., 1997; Ferguson, 2001; Samman et al., 1996).
Εν τούτοις, τα φλαβονοειδή δεν είναι αμιγώς αντιοξειδωτικές ενώσεις αλλά 
παρουσιάζουν και προ-οξειδωτική δράση. Αυτό το φαινόμενο εξηγείται με βάση την
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in vivo τοξικότητα ορισμένων φλαβονοειδών. Ακόμα και σε αυτή τη περίπτωση, η 
δράση τους μπορεί να είναι ωφέλιμη, δεδομένου ότι μια ήπιου βαθμού αύξηση του 
οξειδωτικού στρες θα ενεργοποιήσει ταυτόχρονα και την αύξηση της αντιοξειδωτικής 
άμυνας του οργανισμού (Prochazkova et al., 2011).
3.1.2. Φλαβανόλες
Χαρακτηριστικό παράδειγμα φλαβανολών είναι οι κατεχίνες (μονομερή) και 
οι προκυανιδίνες (πολυμερή), βρίσκονται σε πολλά φρούτα (π.χ. βερύκοκα και 
σταφύλια) και στο κρασί αλλά οι σημαντικότερες πηγές είναι το πράσινο τσάι και η 
σοκολάτα. Μάλιστα, κατά τη ζύμωση του πράσινου τσαγιού παράγονται πολύπλοκες 
πολυφαινόλες όπως είναι οι ταννίνες. Κύρια πηγή των φλαβανολών αποτελούν τα 
εσπεριδοειδή που περιέχουν την εσπεριδίνη. Στην ίδια κατηγορία πολυφαινολών 
συναντούμε τη ναρινγενίνη και τη ταξιφολίνη (Manach et al., 2004).
3.1.3. Φλαβόνες
Οι φλαβόνες απαντώνται στο σέλινο (λουτεολίνη) καθώς επίσης και στο 
κόκκινο γλυκό πιπέρι (απιγενίνη). Ακόμα, στο μαϊντανό, στα δημητριακά (κυρίως σε 
γλυκοσυλιωμένη μορφή), στα αμύγδαλα και στα εσπεριδοειδή (κυρίως σε 
πολυμεθοξυλιωμένες μορφές) (Wijeratne et al., 2006).
3.1.4. Φλαβονόλες
Η κυριότερη φλαβονόλη είναι η κερκιτίνη, καθώς και η καμφερόλη, η 
μυρικετίνη και η φισετίνη. Οι φλαβονόλες βρίσκονται στις περισσότερες φυτικές 
τροφές που καταναλώνονται από τον άνθρωπο και οι σημαντικότερες πηγές τους 
είναι τα κρεμμύδια, τα πράσσα, τα μπρόκολα, τα βατόμουρα, το κρασί και το τσάι
(Manach et al., 2004).
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3.1.5. Φλαβανόνες
Οι φλαβανόνες βρίσκονται στις τομάτες, σε αρωματικά φυτά όπως η μέντα 
και σε μεγάλες συγκεντρώσεις στα εσπεριδοειδή (Rangel-Huerta et al., 2015).
3.1.6. Ισοφλαβόνες
Οι ισοφλαβόνες βρίσκονται στη σόγια και αντιπροσωπεύονται από τη 
γενιστεϊνη και τη δαϊδζείνη. Η δομή τους είναι παρόμοια με εκείνη των οιστρογόνων. 
Οι ισοφλαβόνες υποστηρίζεται ότι ασκούν μια καρδιοπροστατευτική δράση. Επίσης 
συμβάλλουν και στη βελτίωση της λειτουργίας του ενδοθηλίου. Όμως αυτή η θεωρία 
απορρέει από περιορισμένες μελέτες (Cheng et al., 2010). Η πιθανή ευεργετική 
επίδραση των ισοφλαβονών στον ανθρώπινο οργανισμό δεν έχει αποσαφηνιστεί 
πλήρως και απαιτεί περαιτέρω έρευνα. Εκτός αυτού, έχουν την ικανότητα να ασκούν 
προστατευτική δράση στο ήπαρ έναντι της προκαλούμενης από ξενοβιοτικά 
ηπατοτοξικότητας (Widyarini et al., 2012; Sakran et al., 2014 ).
3.1.7. Ανθοκυανιδίνες
Στις ανθοκυανιδίνες οφείλεται το κόκκινο και το μπλε χρώμα πολλών 
φρούτων και λαχανικών (κόκκινο λάχανο, μελιτζάνες, κόκκινα κρεμμύδια, 
φράουλες). Οι προ-ανθοκυανιδίνες φαίνεται να μειώνουν στον ορό του αίματος, τα 
επίπεδα της γλυκόζης, της γλυκοζυλιωμένης πρωτεΐνης καθώς και της ουρίας. 
Επίσης, συμβάλλουν στην καταστολή της παραγωγής των δραστικών μορφών 
οξυγόνου ενώ παράλληλα αυξάνουν το λόγο GSH/GSSG. Επιπλέον, επιδρούν στην 
υπερλιπιδαιμία, μειώνοντας σημαντικά τα επίπεδα των τριγλυκεριδίων, της ολικής 
χοληστερόλης και των μη απαραίτητων λιπαρών οξέων. Οι προανθοκυανιδίνες (και 
συγκεκριμένα τα ολιγομερή αυτών) ασκούν προστατευτική δράση έναντι της
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υπεργλυκαιμίας και της υπερλιπιδαιμίας που παρουσιάζουν οι διαβητικοί ασθενείς 
(και του διαβήτη τύπου I και τύπου Π) και λειτουργούν ως ρυθμιστές σε 
φλεγμονώδεις καταστάσεις που προκαλούνται από το οξειδωτικό στρες (Mansouri et 
al., 2015; Chen et al., 2015). Οι ανθοκυανιδίνες βρίσκονται στο κρασί, σε ορισμένα 
είδη δημητριακών, στα λαχανικά (π.χ. στο λάχανο, στα φασόλια, στη μελιτζάνα) 
αλλά είναι περισσότερο άφθονα στα φρούτα (Kozlowska et al., 2014; Pascual-Teresa 
et al., 2010).
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Π ίν α κ α ς  1. Κ α τ η γ ο ρ ίε ς  φ λ α β ο ν ο ε ιδ ώ ν
Τάξη τω ν φλαβονοειδών Γενική χημική δομή 
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3.1.8. Πολυφαινολικά οξέα
Η δεύτερη μεγαλύτερη κατηγορία πολυφαινολών μετά τα φλαβονοειδή 
αποτελούν τα πολυφαινολικά οξέα, τα οποία είναι παράγωγα του υδροξυβενζοϊκού 
και του υδροξυκινναμικού οξέος. Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα (π.χ. γαλλικό οξύ, 
πρωτοκατεχοϊκό οξύ) βρίσκονται σε μικρές συγκεντρώσεις στα μέρη των φυτών που 
μπορούν να καταναλωθούν από τον άνθρωπο με εξαίρεση ορισμένων φυτών (π.χ. 
τσάι), ενώ αποτελούν συνήθως υπομονάδες πολυμερών όπως οι υδρολυόμενες 
ταννίνες (Zamora-Ros et al., 2013). Τα υδροξυκινναμικά οξέα βρίσκονται 
περισσότερο συχνά στα φυτά από τα υδροξυβενζοϊκά, και τα κυριότερα μέλη τους 
είναι το καφεϊκό οξύ, το κουμαρικό οξύ, το φερουλικό οξύ και τα σιναπικά οξέα. 
Συνήθως τα υδροξυκινναμικά οξέα γλυκοσυλιώνονται ή σχηματίζουν εστέρες με το 
κουινικό οξύ, το σικιμικό οξύ και το ταρταρικό οξύ. Το καφεϊκό οξύ και το κουινικό 
οξύ σχηματίζουν το χλωρογενικό οξύ που συναντάται σε πολλά φρούτα καθώς και 
στον καφέ (Ludwig et al., 2014; Gazzani et al., 2012). Το καφεϊκό οξύ, γενικά, είναι 
το πιο κοινό πολυφαινολικό οξύ και αντιπροσωπεύει το 75-100% των συνολικών 
υδροξυκινναμικών οξέων που υπάρχουν στα περισσότερα φυτά. Το φερουλικό οξύ 
είναι το πιο άφθονο πολυφαινολικό οξύ των δημητριακών σπόρων, που αποτελούν 
και την κύρια πηγή πρόσληψής του από τον άνθρωπο (Klepacka and Fornal, 2006; 
Mathew and Abraham, 2006).
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Π ίν α κ α ς  2 . Χ η μ ικ ή  δ ο μ ή  π ο λ υ φ α ιν ο λ ικ ώ ν  ο ξ έ ω ν
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Στην κατηγορία των στιλβενίων αντιπροσωπευτική χημική ένωση είναι η 
ρεσβερατρόλη. Είναι λιγότερο διαδεδομένη στη διατροφή σε σχέση με άλλες 
πολυφαινόλες. Βρίσκεται γενικά στο κρασί και ειδικά στο κόκκινο. Έρευνες έχουν 
δείξει την αντιοξειδωτική της δράση, κυρίως όσον αφορά τα καρδιαγγειακά 
νοσήματα (Baczk0 and Light, 2015; Sung and Dyck, 2015; Carrizzo et al., 2013). Τα 
στιλβένια (π.χ. ρεσβερατρόλη, αστρινγίνη, πικεΐδη) αποτελούν ένα μικρό ποσοστό 
των πολυφαινολών που προσλαμβάνονται μέσω της δίαιτας. Το σημαντικότερο μέλος 
τους είναι η ρεσβερατρόλη που αποτελείται από δύο αρωματικούς δακτυλίους 
ενωμένους με μία γέφυρα μεθυλενίου και βρίσκεται κυρίως στα σταφύλια και το 
κρασί (Bertelli et al., 1998; Flamini et al., 2013). Είναι μία από τις καλύτερα 
μελετημένες πολυφαινόλες γιατί έχει παρουσιάσει σημαντική αντικαρκινική δράση.
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Η ρεσβερατρόλη στα σταφύλια βρίσκεται είτε ως μονομερές είτε πολυμερίζεται
σχηματίζοντας τις βινιφερίνες (Soleas et al., 1997).
Εικόνα 12. Δομή trans και cis ρεσβερατρόλης 
3.1.10. Λιγνάνες
Οι λιγνάνες σχηματίζονται από δύο φαινυλπροπανικές ομάδες. Η κυριότερη πηγή 
τους είναι ο λιναρόσπορος, ενώ δημητριακά, φρούτα και λαχανικά περιέχουν μικρές 
ποσότητες λιγνανών (Adlercreutz and Mazur, 1997). Οι λιγνάνες έχουν μελετηθεί για τον 
προστατευτικό τους ρόλο σε καρδιαγγειακές ασθένειες (Chun et al., 2014).
Παρόλο που η σημασία των πολυφαινολών είναι εξαιρετικά μεγάλη, η 
αξιολόγηση των φυσιολογικών επιδράσεων συγκεκριμένων φυσικών φαινολικών 
αντιοξειδωτικών είναι εξίσου δύσκολη. Αυτό συμβαίνει εξαιτίας του γεγονότος ότι 
υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός από συστατικά που ενδεχομένως να έχουν 
αντιοξειδωτικές ιδιότητες και περιέχονται στο ίδιο τρόφιμο. Για παράδειγμα, πάνω 
από εξήντα διαφορετικά χημικά φλαβονοειδή περιέχονται στο κόκκινο κρασί. Αν και 
έχει διεξαχθεί ένας μεγάλος αριθμός πειραμάτων σχετικά με τα οφέλη των τροφίμων
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πλούσιων σε πολυφαινόλες, για το οξειδωτικό στρες και τις υπερλιπιδαιμίες, 
εντούτοις τα αποτελέσματα που προκύπτουν θα χαρακτηρίζονταν ασαφή. Ωστόσο, τα 
συνεπέστερα ευρήματα ερευνών αφορούν το γεγονός ότι οι πολυφαινόλες δρουν 
ευεργετικά στην ενδοθηλιακή λειτουργία και στην ομοιόσταση. (Manach C, 2005; 
Baczk0 and Light, 2015; Sung and Dyck, 2015; Carrizzo et al., 2013).
3.2. Αντιοξειδωτική δράση πολυφαινολών
Η χημική σύνθεση των πολυφαινολών τις καθιστά ιδανικές αντιοξειδωτικές 
ενώσεις και έχει δειχτεί ότι είναι περισσότερο αποτελεσματικά αντιοξειδωτικά από τη 
βιταμίνη Ε και το ασκορβικό σε επίπεδο κυττάρου (Blokhina et al., 2003; 
Prochazkova et al., 2011). Η βιολογική δράση των πολυφαινολών και των 
φλαβονοειδών ειδικότερα εξαρτάται άμεσα και ισχυρά από την έκταση, τη φύση και 
τη θέση των υποκαταστατών, κυρίως όμως από τον αριθμό των ομάδων υδροξυλίου 
στο μόριο του φλαβονοειδούς. Ειδικότερα, τα φλαβονοειδή τα οποία διαθέτουν 
υδροξυλομάδες στις θέσεις 3 και 4 του Β δακτυλίου έχουν την ισχυρότερη 
αντιοξειδωτική ικανότητα (Valko et al., 2006; Prochazkova et al., 2011). Τα 
απαραίτητα δομικά χαρακτηριστικά για να είναι αποτελεσματικό το φλαβονοειδές 
στη δέσμευση των ελευθέρων ριζών παραθέτονται στην εικόνα 13.
Τα φλαβονοειδή δρουν ενάντια στο οξειδωτικό στρες εκκαθαρίζοντας άμεσα 
δραστικά μορφές οξυγόνου αλλά και ενεργοποιώντας αντιοξειδωτικά ένζυμα (Rice- 
Evans et al., 1996; Nijveldt et al., 2001). Επιπρόσθετα, προκαλούν αντιδράσεις 
χηλικοποίησης μετάλλων (κυρίως σιδήρου) και αυξάνουν τις αντιοξειδωτικές 
ιδιότητες αντιοξειδωτικών χαμηλού μοριακού βάρους (Ferrali et al., 1997; Pietta, 
2000; Lotito and Frei, 2006). Άλλες αντιοξειδωτικές τους δράσεις περιλαμβάνουν
48
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
καταστολή των οξειδασών και του νιτρικού στρες (οξειδωτικό στρες το οποίο
προκαλείται από το νιτρικό οξύ) (Prochazkova et al., 2011).
Εικόνα 13. Βασικά δομικά χαρακτηριστικά φλαβονοειδούς ώστε να δρα 
αντιοξειδωτικά: (Α) κατεχολική δομή στον Β δακτύλιο. (Β) διπλός δεσμός στο 
δακτύλιο C (Γ) υδροξυλομάδες στις θέσεις 5 και 3 των δακτυλίων Α και C.
Η εξαιρετική τους ικανότητα να δεσμεύουν άμεσα μορφές οξυγόνου 
οφείλεται στην εγγενή τους δυνατότητα να δρουν ως ισχυροί δότες ηλεκτρονίων ή 
υδρογόνου. Το δυναμικό οξειδοαναγωγής των πολυφαινολών είναι χαμηλό, 
καθιστώντας τες δότες ηλεκτρονίων σε μόρια με υψηλότερο δυναμικό 
οξειδοαναγωγής, όπως για παράδειγμα είναι το υπεροξειδικό ανιόν Ο2^ - , η ρίζα 
υδροξυλίου ΌΗ , η ρίζα αλκυλίου RO·. Οι πολυφαινολικές ενώσεις δρουν 
αντιοξειδωτικά τερματίζοντας αντιδράσεις ελευθέρων ριζών. Αποτελέσματα των
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αντιδράσεων αυτών είναι η εκκαθάριση ελευθέρων ριζών (Valko et al., 2006; 
Kornika et al., 2009).
Ph-OH + R· ----► Ph-O· + RH
Όπου R" ελεύθερη ρίζα, Ph-OH φαινολικό μόριο (γενικά) και Ph-O" 
φαινοξυλική ρίζα.
Η ικανότητα αυτή δεν θα ήταν σημαντική εάν δεν εξασφαλιζόταν ότι η 
φαινοξυλική ρίζα μπορεί να σταθεροποιηθεί με κάποιον τρόπο ώστε να μην ξεκινήσει 
έναν καινούργιο οξειδωτικό μηχανισμό. Η φαινοξυλική ρίζα, ή ημικινόνη, είναι 
σχετικά δραστική (αν και δεν συντηρεί επί μακρόν τη δημιουργία ελευθέρων ριζών) 
και αντιδρά με δεύτερη ελεύθερη ρίζα για να αποκτήσει σταθερή δομή κινόνης 
(Kornika et al., 2009; Prochazkova et al., 2011). Παραστατικά η εκκαθάριση των 
ελευθέρων ριζών από ένα φλαβονοειδές δίνεται παρακάτω (Εικόνα 14):
Εικόνα 14. Εκκαθάριση ελευθέρων ριζών (R) από ένα φλαβονοειδές. Η ημικινόνη 
Fl-O" αντιδρά με τη δεύτερη ρίζα αποκτώντας τη σταθερή δομή κινόνης.
Επιπρόσθετα, τα φλαβονοειδή έχουν την ικανότητα χηλικοποίησης 
μεταβατικών μετάλλων, κυρίως σιδήρου και χαλκού, απομακρύνοντας με αυτόν τον
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τρόπο έναν από τους αιτιώδεις παράγοντες δημιουργίας ελευθέρων ριζών (αντίδραση 
Fenton) (Blokhina et al., 2003; Prochazkova et al., 2011). Στην Εικόνα 15 
παρουσιάζονται οι θέσεις στις οποίες προσδένονται τα μεταβατικά μέταλλα, στον 
δακτύλιο Β η κατεχολική δομή, στον δακτύλιο C η υδροξυλομάδα στη θέση 3 και το 
οξυγόνο στη θέση 4 και τέλος ανάμεσα στο οξυγόνο του δακτυλίου C και της 
υδροξυλομάδας στη θέση 5 του δακτυλίου Α (Prochazkova et al., 2011).
Εικόνα 15. Θέσεις σύνδεσης μεταβατικών μετάλλων (Mn+) στη δομή φλαβονοειδούς
Επιπλεόν τα φλαβονοειδή έχουν την ικανότητα να εμποδίζουν την 
υπεροξείδωση των λιπιδίων και να αναστείλουν τη χαλάρωση και διαπερατότητα των 
μεμβρανών που προκαλείται λόγω της υπεροξείδωσης. Έτσι μπορούν να περιορίσουν 
την έκταση των αντιδράσεων υπεροξείδωσης (Hirano et al., 2001; Blokhina et al., 
2006).
Η αντιφλεγμονώδης, αντικαρκινική, ανοσολογική δράση αλλά και η 
προστασία που παρέχουν στις λειτουργίες της καρδιάς, του ήπατος και των νεύρων 
αποδίδεται στις αντιοξειδωτικές ιδιότητες των πολυφαινολών. Η εκκαθάριση του 
υπεροξειδικού ανιόντος από τις πολυφαινόλες έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της 
δημιουργίας του υπεροξυνιτριδίου μέσω του οποίου προκαλείται νιτρικό στρες το
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οποίο ενοχοποιείται ότι παρέχει το χημικό υπόστρωμα για καρκινογένεση (Korkina et 
al., 2009; Prochazkova et al., 2011).
Κάτω από ορισμένες συνθήκες ωστόσο, για παράδειγμα υψηλή συγκέντρωση 
πολυφαινολικών αντιοξειδωτικών, παρουσία μεταβατικών μετάλλων (σιδήρου, 
χαλκού), υψηλό pH, μπορούν να δράσουν ως προ-οξειδωτικά. Τη βιολογική, 
αντιοξειδωτική ή προ-οξειδωτική δράση των πολυφαινολών (τόσο σε επίπεδο 
κυττάρου όσο και σε επίπεδο οργανισμού) καθορίζουν η θέση των υποκαταστάσεων 
καθώς και ο αριθμός των υδροξυλομάδων. Οι παράγοντες αυτοί καθορίζουν εάν η 
ένωση θα δράσει αντιοξειδωτικά και ως ρυθμιστής της ενζυμικής δραστηριότητας ή 
εάν θα εκφράσει κυτταροτοξικές ιδιότητες. Φλαβονοειδή με περισσότερες 
υδροξυλομάδες παρουσιάζουν μεγαλύτερη αντιοξειδωτική δράση (Valko et al., 2006; 
Prochazkova et al., 2011).
3.3. Προ-οξειδωτική δράση πολυφαινολών
Σκοπός ενός «δικτύου αντιοξειδωτικής άμυνας» δεν είναι να εξαλείψει όλες 
τις ελεύθερες ρίζες και τις δραστικές μορφές οξυγόνου σε ένα βιολογικό σύστημα 
αλλά να ελέγξει τα επίπεδά τους επιτρέποντας τη διατήρηση των φυσιολογικών 
μεταβολικών διεργασιών του συστήματος, μειώνοντας παράλληλα την οξειδωτική 
φθορά (Halliwell, 2008). Τα αντιοξειδωτικά γενικά, και οι πολυφαινόλες ειδικότερα, 
ενεργοποιούν αντιδράσεις ανακύκλωσης των ελευθέρων ριζών εμποδίζοντας την 
οξειδωτική τους δράση. Πέραν όμως της ωφέλιμης για τα βιολογικά συστήματα 
δράσης τους υπάρχει πληθώρα ενδείξεων και αντίστοιχες μελέτες στις οποίες 
επισημαίνεται η καταστροφική / προ-οξειδωτική δράση των αντιοξειδωτικών 
γενικότερα αλλά και των πολυφαινολών ειδικότερα (Skibola and Smith, 2000). 
Ημικινόνες ή άλλα υποπροϊόντα της αυτοοξείδωσης των πολυφαινολών μπορεί να
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αλληλεπιδράσουν με βιομόρια ενεργοποιώντας αντιδράσεις λιπιδικής υπεροξείδωσης, 
οξείδωσης πρωτεϊνών και DNA και μείωσης των ενδογενών αντιοξειδωτικών. Οι 
αντιδράσεις αυτές τελικά οδηγούν σε καταστροφή κυτταρικών μεμβρανών, σε 
αλλαγές στην έκφραση γονιδίων και ενζύμων και στη σύνθεση του εξωκυττάριου 
χώρου. Τα φαινόμενα αυτά έχουν ως αποτέλεσμα αλλαγές στον κυτταρικό κύκλο, 
ανώμαλες κυτταρικές λειτουργίες και καταστροφή της δομής του ιστού (Korkina et 
al., 2009).
Η προ-οξειδωτική δράση θεωρείται ότι είναι ευθέως ανάλογη του αριθμού 
των υδροξυλομάδων στο μόριο του φλαβονοειδούς. Έχει αποδειχθεί ότι πολλαπλές 
υδροξυλομάδες, τουλάχιστον 3, κυρίως στον Β δακτύλιο αυξάνουν σημαντικά την 
παραγωγή ριζών υδροξυλίου μέσω αντίδρασης Fenton (Heim et al., 2002; Hanasaki et 
al., 1994). Στην πραγματικότητα φαίνεται πως τα δομικά χαρακτηριστικά των 
φλαβονοειδών που είναι υπεύθυνα για την αντιοξειδωτική τους ικανότητα είναι 
ταυτόχρονα υπεύθυνα και για την προ-οξειδωτική τους δράση. Για παράδειγμα τα 
φλαβονοειδή προκαλούν την αναγωγή του Cu(I) σε Cu(II) οδηγώντας στη δημιουργία 
πρόδρομων ελευθέρων ριζών (Prochazkova et al., 2011).
Η προ-οξειδωτική δράση των πολυφαινολών, των φλαβονοειδών ειδικότερα, 
είναι ανάλογη της συγκέντρωσής τους (Yen et al., 2003; Laughton et al., 1989; Wilms 
et al., 2008). Μετρήσεις παραγωγής ελευθέρων ριζών μετά από αύξηση της 
συγκέντρωσης των φλαβονοειδών αποδεικνύουν την σχέση αυτή (Prochazkova et al., 
2011).
Παρουσία μοριακού οξυγόνου, πολυφαινόλες με χαμηλό δυναμικό 
οξειδοαναγωγής μπορούν να οξειδωθούν μέσω αυτοοξείδωσης, ακολουθώντας μια 
αλληλουχία αντιδράσεων ελευθέρων ριζών (Korkina et al., 2009).
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Αρχικά η πολυφαινολική ένωση οξειδώνεται παράγοντας ρίζα ημικινόνης:
RH3- + O2 ----► RH3· + O2·- + H+
RH3- + O2·- + 2H---► RH3· + H2O2
Μέταλλα μετάπτωσης καταλύουν την πρώτη αντίδραση της πορείας 
αυτοοξείδωσης των πολυφαινολών:
RH3- + Men+ — ► RH3· + Me(n-1)+
Me(n-i) + + o2 — ► Men+ + O2·-
Πρωτογενείς ημικινόνες ή ρίζες φαινοξυλίου μπορούν επίσης να παραχθούν 
ενζυμικά, μέσω αντιδράσεων των πολυφαινολών με το H2O2 ή με το κυτόχρωμα P­
450. Μόλις σχηματιστούν οι πρωτογενείς ημικινόνες εμπλέκονται σε αλυσιδωτές 
αντιδράσεις μετατροπής της πολυφαινολικής ένωσης σε κινόνη:
RH3· + O2----► RH2 + O2'- + H+
RH2 + O2'- + H+---► RH' + H2O2
RH* + O2 + H ----► R + O2'- + H+
Ενδιάμεσα προϊόντα και παραπροϊόντα της αυτοοξείδωσης των 
πολυφαινολών μπορεί να αλληλεπιδράσουν με βιομόρια προκαλώντας λιπιδική 
υπεροξείδωση, οξείδωση πρωτεϊνών και DNA καθώς και μείωση των ενδογενών 
αντιοξειδωτικών. Οι αντιδράσεις αυτές οδηγούν σε μη αναστρέψιμη βλάβη στις 
μεμβράνες, αλλαγή στη λειτουργία ενζύμων και των υποδοχέων τους καθώς και σε 
μεταλλάξεις, με αποτέλεσμα αλλαγή στις κυτταρικές λειτουργίες μέχρι και κυτταρικό
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θάνατο. Για παράδειγμα φαινοξυλικές ρίζες μπορούν να οξειδώσουν τη γλουταθειόνη 
ή το NADH οδηγώντας στη δημιουργία ακόμα περισσότερων δραστικών μορφών 
οξυγόνου. Αντίθετα, σταθεροποιημένες κινόνες και ελεύθερες ρίζες με μικρό χρόνο 
ημιζωής, που αποτελούν παραπροϊόντα της αυτοοξείδωσης των πολυφαινολών, δρουν 
ως αντικαρκινικοί παράγοντες (Korkina et al., 2009).
Οι φαινοξυλικές ρίζες, Fl-Οξ τελικά προϊόντα των αντιδράσεων εκκαθάρισης 
ελευθέρων ριζών από τα φλαβονοειδή, έχουν χρόνο ημιζωής 200is  , είναι δραστικές, 
υποκείμενες σε περαιτέρω οξείδωση, οδηγώντας ανάμεσα σε άλλα και στις πιο 
σταθερές κινόνες. Μολονότι οι κινόνες είναι δραστικές εξουδετερώνονται καθώς 
συνδέονται σε μόρια όπως η γλουταθειόνη και η κυστεΐνη των πρωτεϊνών. Παρουσία 
μεταβατικών μετάλλων οι φαινοξυλικές ρίζες μπορούν να αντιδράσουν με το οξυγόνο 
παράγοντας ρίζα υπεροξειδικού ανιόντος και κινόνη, αντίδραση στην οποία οφείλεται 
η προ-οξειδωτική δράση των φλαβονοειδών (Εικόνα 16) (Prochazkova et al., 2011):
Εικόνα 16: Προ-οξειδωτική δράση φλαβονοειδών
Οι αντιοξειδωτικές ή προ-οξειδωτικές ιδιότητες των πολυφαινολών
εξαρτώνται κυρίως από τη συγκέντρωσή τους. Επιπλέον η χημική δομή, οι χημικές
ιδιότητες και οι οξειοαναγωγικές ιδιότητες του περιβάλλοντος στο οποίο βρίσκονται
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καθορίζουν το αν θα δράσουν αντιοξειδωτικά, εξουδετερώνοντας ελεύθερες ρίζες, ή 
προ-οξειδωτικά, ενεργοποιώντας την παραγωγή τους. Την ιδιότητα των 
πολυφαινολών να δρουν προ-οξειδωτικά αξιοποιεί μια καινούργια τάση που διέπει τις 
αντικαρκινικές θεραπείες. Η ιδέα αυτή αφορά το σχεδιασμό και τη χρήση φαινολικών 
προϊόντων για να ευαισθητοποιήσουν τον καρκινικό όγκο στις θεραπείες, με στόχο τη 
μείωση της δόσης του δραστικού (και τοξικού συνήθως) φαρμάκου. Παράλληλα 
υπάρχουν αναφορές ότι οι πολυφαινόλες δρουν κυτταροτοξικά στα καρκινικά 
κύτταρα αλλά και στο αγγειακό δίκτυο που τροφοδοτεί τον καρκινικό όγκο, γεγονός 
που συμβάλει στην κατεύθυνση αυτή (Korkina et al., 2009; Prochazkova et al., 2011).
4. ΣΤΑΦΥΛΙΑ
Τα σταφύλια αποτελούν τον καρπό της αμπέλου που χρησιμοποιείται από την 
ανθρωπότητα για βρώση ή για την παραγωγή κρασιού εδώ και αιώνες. Είναι γνωστό 
ως καρπός από την αρχαιότητα και αναφέρεται και στη Βίβλο. Τα σταφύλια έχουν 
μακρά ιστορία στην ανθρωπότητα, καθώς τόσο οι αρχαίοι Έλληνες όσο και οι 
Ρωμαίοι τα χρησιμοποιούσαν στην παραγωγή οίνου. Η συστηματική καλλιέργεια του 
σταφυλιού άρχισε 6.000-8.000 χρόνια πριν στην Εγγύς Ανατολή (Lacombe et al., 
2006).
Το αμπέλι που αλλιώς ονομάζεται και κλήμα (Vitis Vinifera), 
είναι αναρριχητικό φυτό που μπορεί να φτάσει σε ύψος τα 16 έως 20 m, αν αφεθεί 
ακλάδευτο ενώ τα άνθη του είναι ερμαφρόδιτα (βοτρυώδεις ταξιανθίες). Προϊόντα 
του είναι ο μούστος, το κρασί, το ξύδι και οι σταφίδες, ενώ μπορεί να γίνει και γλυκό 
του κουταλιού. Υπάρχουν διάφορες ποικιλίες σταφυλιού, οι οποίες είναι δυνατόν να
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διαθέτουν χρώματα όπως κόκκινο, κίτρινο, αλλά και μαύρο (σκούρο κόκκινο). 
Παρόλα αυτά, όλες ανεξαιρέτως οι ποικιλίες διαθέτουν εξίσου ωφέλιμες ουσίες.
Αν και έχουν γίνει σημαντικές προσπάθειες για την εύρεση της ακριβής 
σύστασης των σταφυλιών και του κρασιού, αυτή δεν έχει καταστεί πλήρως γνωστή. 
Συγκεκριμένα, έχουν ταυτοποιηθεί περισσότερες από 500 χημικές ουσίες, εκ των 
οποίων οι 150 ανήκουν στην κατηγορία των εστέρων. Ακόμα, μεταξύ αυτών των 
συστατικών συγκαταλέγονται το νερό, τα σάκχαρα, τα οργανικά οξέα, αμινοξέα και 
διάφορες αρωματικές ενώσεις. Εδώ πρέπει να αναφερθεί το γεγονός ότι η 
συγκέντρωση του νερού εντός του καρπού διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στον 
καθορισμό των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών καθώς είναι πλούσια σε Βιταμίνες 
A, B και C (Kosheleva and Kodentsova, 2013). Η πλειοψηφία των ενώσεων, 
βρίσκεται σε συγκεντρώσεις με εύρος 10-1-10-6 mg/lt ενώ υπάρχουν ορισμένες σε 
συγκέντρωση >100mg/lt οι οποίες καθορίζουν τη γεύση και το άρωμα των 
σταφυλιών. Επίσης, περιέχουν κάλιο και άλλα ιχνοστοιχεία ενώ η ενεργειακή τους 
απόδοση υπολογίζεται κοντά στις 70 θερμίδες ανά 100 gr μάζας (10-12 ρόγες) που 
προέρχονται κυρίως από σάκχαρα.
Η σημαντικότερη όμως κατηγορία χημικών ενώσεων που συναντάται στα 
σταφύλια και το κρασί ιδιαίτερα όσον αφορά τη βιολογική τους δράση είναι οι 
φυτικές πολυφαινόλες (Jackson, 1993). Η κυριότερη πολυφαινόλη που βρίσκεται στη 
φλούδα του σταφυλιού, η ρεσβερατρόλη, έχει αντιοξειδωτική αλλά και αντικαρκινική 
δράση. Στα σταφύλια ανιχνεύονται πολλές χημικές ενώσεις που φαίνεται πως 
βοηθούν στην προαγωγή της υγείας (Howes and Simmonds, 2015; Yang and Xiao, 
2013). Οι φαινολικές αυτές ενώσεις περιλαμβάνουν κυρίως τις ανθοκυανίνες, τα 
φλαβονοειδή, τα στιλβένια (ρεσβερατρόλη) και τα φαινολικά οξέα. Οι ανθοκυανίνες
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είναι χρωστικές ουσίες, και υπάρχουν κυρίως στη φλούδα των σταφυλιών, είναι 
υπέυθυνες για το χρώμα των φρούτων και είναι οι σημαντικότερες φαινολικές 
ενώσεις στο σπόρο και τη φλούδα των σταφυλιών. Η σάρκα δεν περιέχει 
ανθοκυανίνες. Τα φλαβονοειδή (π.χ. προ-ανθοκυανίνες) απαντώνται ευρέως στα 
σταφύλια και ειδικά στις ρόγες σταφυλιού και στους μίσχους. Η ποσότητα, η δομή, 
και ο βαθμός πολυμερισμού των προ-ανθοκυανινών των σταφυλιών διαφέρει και 
εξαρτάται κυρίως από τον ιστό του σταφυλιού. Στα σταφύλια τα πολυφαινολικά οξέα 
αποθηκεύονται κυρίως στα χυμοτόπια των κυττάρων (Xia et al., 2010).
Τα φλαβονοειδή που συναντώνται στα σταφύλια είναι κυρίως οι φλαβονόλες, 
οι φλαβανόλες (κατεχίνες), οι ανθοκυανίνες και οι φλαβαν-3,4-διόλες 
(λευκοανθοκυανίνες) που είναι παράγωγα των ανθοκυανινών (Flamini et al., 2013). 
Οι φλαβονόλες και οι ανθοκυανίνες βρίσκονται κυρίως στη φλούδα ενώ οι κατεχίνες 
και οι λευκοανθοκυανίνες βρίσκονται κυρίως στα σπέρματα και στο μίσχο των 
σταφυλιών. Οι προκυανιδίνες υπάρχουν κυρίως ως διμερή στα σταφύλια ενώ στο 
κρασί πολυμερίζονται επιπλέον και σχηματίζουν τις συμπυκνωμένες ταννίνες. Οι 
πολυμερείς αυτές ενώσεις σχηματίζουν σύμπλοκα με πρωτεΐνες της σιέλου, στα 
οποία οφείλεται η στυπτικότητα στη γεύση των σταφυλιών και του κρασιού. Το 
συνολικό φαινολικό περιεχόμενο των σταφυλιών διαφοροποιείται ανάλογα με την 
ποικιλία, την εδαφολογική σύνθεση, το κλίμα, τη γεωγραφική προέλευση, τις 
μεθόδους καλλιέργειας και πιθανές ασθένειες (Xia et al., 2010).
Αναλυτικότερα, όσον αφορά τις ευεργετικές επιδράσεις του σταφυλιού, 
συντελεί στη διούρηση και στην αποβολή τοξινών (Moura et al., 2014). Η 
συγκεκριμένη δράση οφείλεται κατά κύριο λόγο στο κάλιο που περιέχεται στον 
καρπό. Μάλιστα, οι αποτοξινωτικές ιδιότητες του σταφυλιού είναι γνωστές από
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αρχαιοτάτων χρόνων. Στην αρχαία Ελλάδα, οι Έλληνες εφάρμοζαν την 
σταφυλοθεραπεία, η οποία περιελάμβανε μονοφαγία σταφυλιού για σύντομο χρονικό 
διάστημα από μια βδομάδα έως ένα μήνα. Όμως, εκτός από την αρχαιότητα, ένα 
κλασσικό παράδειγμα της σύγχρονης εποχής που καταδεικνύει την ευεργετική 
επίδραση του σταφυλιού είναι το λεγόμενο « Γαλλικό παράδοξο». Σύμφωνα λοιπόν 
με αυτό, οι Γάλλοι εμφανίζουν μειωμένη συχνότητα καρδιοπαθειών, παρόλο που 
καταναλώνουν μεγάλα γεύματα με τροφές πλούσιες σε λιπαρά. Σύμφωνα με τους 
Renaud και de Lorgeril (1992), οι ποσότητες κρασιού που καταναλώνουν οι Γάλλοι, 
βοηθούν στην αποφυγή εμφάνισης τέτοιων παθήσεων.
4.1. Ανατομία Σταφυλιών
Το σταφύλι είναι ο καρπός της αμπέλου. Η άμπελος αλλιώς ονομάζεται και 
κλήμα (Vitis vinifera) και είναι αναρριχητικό φυτό. Το σταφύλι απαρτίζεται από το 
ξυλώδες μέρος, που ονομάζεται βόστρυχος ή τσαμπί και τις ράγες, που αποτελούν το 
εδώδιμο και οινοποιήσιμο τμήμα του σταφυλιού. Οι βόστρυχοι έχουν διπλό 
φυσιολογικό ρόλο, καθώς κρατάνε τις ράγες και μεταφέρουν τις θρεπτικές ουσίες 
στους καρπούς. Το βάρος τους συνήθως αποτελεί το 4% του συνολικού βάρους του 
σταφυλιού. Οι ράγες αποτελούνται από τα γίγαρτα (κουκούτσια), το φλοιό και τη 
σάρκα και καταλαμβάνουν περίπου το 96% του συνολικού βάρους του σταφυλιού. 
Τα στέμφυλα είναι το υπόλειμμα που μένει μετά την έκθλιψη των σταφυλιών και 
αποτελείται από τους βοστρύχους (κοτσάνια), τα γίγαρτα (κουκούτσια) και τους 
φλοιούς των σταφυλιών, ενώ περικλείει και κάποιο ποσοστό γλεύκους (αζύμωτου ή 
εν ζυμώσει) ή κρασιού ανάλογα με το βαθμό έκθλιψης / πίεσης τους. Η επί της εκατό 
αναλογία των δυο αυτών μερών του σταφυλιού δεν είναι σταθερή, αλλά εξαρτάται 
από την ποικιλία αυτού, τις κλιματολογικές συνθήκες, το έδαφος, την ηλικία των
59
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
πρεμνών, το χρόνο του τρυγητού, την προσβολή από διάφορες ασθένειες και γενικά 
από κάθε παράγοντα που θα επηρέαζε το μέγεθος του βόστρυχα. Γενικά όσο 
μεγαλύτερος είναι ο βότρυς, τόσο μικρότερος είναι ο βόστρυχας σε σχέση με το 
σύνολο των ραγών.
Εικόνα 17. Ανατομία και σύσταση ράγας σταφυλιού
4.2. Τα Σταφύλια Και Οι Βιολογικές Τους Ιδιότητες
Οι πολυφαινόλες είναι τα πιο σημαντικά συστατικά βιοδραστικά συστατικά 
που εμπεριέχονται στο σταφύλι, διότι διαθέτουν πολλές βιολογικές ιδιότητες και 
προάγουν πολλά οφέλη στην υγεία. Οι πολυφαινόλες των σταφυλιών έχουν άμεση 
συσχέτιση με το «Γαλλικό παράδοξο». Πιο συγκεκριμένα, τα σταφύλια έχουν 
αξιοσημείωτη αντιοξειδωτική ικανότητα, καθώς εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες, 
αναστέλλουν τη λιπιδική υπεροξείδωση και μειώνουν το σχηματισμό 
υδροϋπεροξειδίων (Shanmuganayagam et al., 2007). Επιπρόσθετα, διαθέτουν 
καρδιοπροστατευτική δράση η οποία οφείλεται στην αντιθηρωματική τους δράση
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(εμποδίζουν το σχηματισμό αθηρωματικής πλάκας) μέσω της βελτίωσης της 
λειτουργίας του ενδοθηλίου, της αύξησης της αντιοξειδωτικής ικανότητας του ορού 
και κατ’επέκταση της μείωσης της οξείδωσης της LDL και της ελάττωσης της 
συσσωμάτωσης των αιμοπεταλίων (Vislocky and Fernandez, 2010; Keevil et al., 
2000; Xia et al., 2010). Περαιτέρω έρευνες απέδειξαν, ακόμη, τις ευεργετικές τους 
επιδράσεις στις χρόνιες εκφυλιστικές ασθένειες (Alzheimer), στο διαβήτη, στη 
γήρανση, στην αντιική δραστηριότητα και στη λειτουργία του ανοσοποιητικού 
συστήματος (Vislocky and Fernandez, 2010). Άλλες βιολογικές ιδιότητες των 
σταφυλιών και του κρασιού αναφέρονται σε μελέτες που έδειξαν σημαντική 
αντιφλεγμονώδή επίδραση των πολυφαινολικών συστατικών τους σε ποντίκια και 
ανθρώπους, φανερώνοντας έτσι την θετική τους επίδραση στην παχυσαρκία και στον 
σακχαρώδη διαβήτη (Chacon et al., 2009; Terra et al., 2009), καθώς και 
αντιμυκητιακή δραστηριότητα (Jung et al., 2005), αντιβακτηριακή δραστηριότητα 
(Baydar et al., 2006), δράση κατά του έλκους και δράση κατά της υπέρτασης (Soares 
De Moura et al., 2002).
Tέλος, μια από τις πιο σημαντικές πολυφαινόλες των σταφυλιών είναι η 
ρεσβερατρόλη, διότι φαίνεται να παρουσιάζει χημειοπροστευτική καρκινική 
δραστηριότητα (Kaur et al., 2009), κάτι το οποίο προσδιορίστηκε σε δοκιμασίες πάνω 
στα τρία στάδια της καρκινογένεσης. Οι μηχανισμοί μέσω των οποίων αποδεικνύεται 
η αντικαρκινική της δράση είναι: η αναστολή των κυκλοοξυγενασών (COX-1, COX- 
2), η αναστολή της υδροϋπεροξειδικής λειτουργίας, η αντιμεταλλαξιγόνος δράση της 
και η επαγωγή των ενζύμων της φάσης Π του μεταβολισμού των φαρμάκων. Επίσης, 
βρέθηκε να επάγει τη διαφοροποίηση των ανθρώπινων προμυελωτικών λευχαιμικών 
κυττάρων, να αναστέλλει την ανάπτυξη προνεοπλαστικών βλαβών σε ποντίκια με 
καρκίνο του μαστού και να αναστέλλει την ογκογένεση σε ποντίκια με καρκίνο του
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δέρματος (Jang et al., 1997). Γενικώς, φαίνεται ότι τα σταφύλια μπορούν να
ασκήσουν αντικαρκινική δράση μέσω διακοπής της κυτταρικής αύξησης, 
τροποποιώντας βιοχημικά μονοπάτια μεταγωγής σήματος που ρυθμίζουν τον 
κυτταρικό κύκλο. Ακόμα, όμως, απαιτούνται περαιτέρω μελέτες, ώστε να 
διευκρινιστούν οι μηχανισμοί μέσω των οποίων ασκούν τη χημειοπροστατευτική τους 
δράση (DeFlora & Ramel, 1990).
Κ α ρ δ ια ν ν ε ια κ ε ς
Α λ τσ χ α ιμ ε ρΑσθενεΐες Οξείδωση της LDL 'jj*' Νοητική λειτουργί
Ί Εναπόθεση Συσσωματωμάτων
Πίεση του αίματος Ο  β-αμυλοιδους
Αρτηριακή Χαλάρωση
Σ τα φ ύ λ ιαμέσω παραγωγής \0
κα ι
ι Π ρ ο ϊό ν τα  !
ι Σ τα φ υ λ ιώ ν !
Π Μείωση βλάβης στο DNA
Ο λεμφοκυττάρωνΠ Ινσουλίνη σε
διαβητικούς
Ινσουλίνη ή γλυκόζη πλάσματος
Δ ια β ή τη ς σε προδιαβητικους Κ α ρ κ ίν ο ς
Εικόνα 18. Βιολογικές ιδιότητες των σταφυλιών
4.3. Εκχυλίσματα Σταφυλιού
Τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον για τις φαινολικές ενώσεις, που
περιέχονται στα σταφύλια, ολοένα και αυξάνει. Γεγονός που εστιάζεται στις
βιολογικές ιδιότητες (αντιοξειδωτικές, καρδιοπροστατευτικές, αντικαρκινικές,
αντιφλεγμονώδεις, αντιγηραντικές και αντιμικροβιακές) που συνδέουν τις φαινολικές
ενώσεις με τα πιθανά οφέλη για την υγεία του ανθρώπου. Έχει μελετηθεί ευρέως και
62
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
σε μεγάλο βαθμό η βιοδραστικότητα των φαινολικών ενώσεων όσον αφορά τις 
αντιοξειδωτικές τους ιδιότητες (δηλαδή τη δέσμευση των ελευθέρων ριζών, την 
παρεμπόδιση της οξείδωσης των λιπιδίων και την παρεμπόδιση δημιουργίας 
υπεροξειδίων). Χαρακτηριστικά, ο χυμός του σταφυλιού ασκεί προστατευτική δράση 
έναντι των καρδιαγγειακών παθήσεων. Επιπλέον τα εκχυλίσματα σταφυλιού 
προστατεύουν τις κυτταρικές μεμβράνες από το οξειδωτικό στρες (En-Qin Xia, 2010; 
Sharma et al., 2007).
Τα εκχυλίσματα σταφυλιών έχουν μελετηθεί ευρέως λόγω των πιθανών 
ευεργετικών τους επιδράσεων στην ανθρώπινη υγεία. Ωστόσο, υπάρχουν μόνο λίγες 
μελέτες που να αφορούν τις θετικές επιδράσεις των εκχυλισμάτων από τα επιμέρους 
στελέχη του σταφυλιού. Πολλά εκχυλίσματα βοστρύχων σταφυλιού μπορούν και 
αναστέλλουν την επιζήμια δράση των ΟΗ- και ROO- στο DNA (Stagos et al., 2005).
Το επίκεντρο του ενδιαφέροντος μετατοπίστηκε στη διερεύνηση της πιθανής 
χημειοπροστατευτικής δράσης των εκχυλισμάτων από σταφύλια, λόγω του υψηλού 
αντιοξειδωτικού περιεχομένου τους. Σε παλαιότερα πειράματα σε μια σειρά από in 
vitro και in vivo μελέτες σε διάφορες ελληνικές ποικιλίες σταφυλιών διερευνήθηκε η 
δραστικότητα των ενζύμων που εμπλέκονται στη ρύθμιση του οξειδωτικού στρες, 
δηλαδή της οξειδάση της ξανθίνης (ΧΟ), της καταλάσης (CAT) και της δισμουτάσης 
του υπεροξειδίου (SOD). Τα αποτέλεσμα έδειξαν την ύπαρξη αντιοξειδωτικής δράση 
της SOD ενώ η ΧΟ και η CAT φαίνεται ότι λειτουργούν ως προ-οξειδωτικά. Τα 
εκχυλίσματα φάνηκε να ασκούν προ-οξειδωτική δράση η οποία πιθανώς να εξαρτάται 
τόσο από τη σύνθεση όσο και από τη συγκέντρωση πολυφαινολικών συστατικών που 
περιέχουν (Spanou et al., 2011).
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Τα τελευταία χρόνια μελέτες έχουν υποστηρίξει την αντικαρκινική δράση των 
εκχυλισμάτων σταφυλιών έναντι διαφόρων τύπων καρκίνου, όπως ο καρκίνος του 
μαστού, του πνεύμονα και του στομάχου. Αυτή η ιδιότητα οφείλεται κυρίως στις 
φυτικές πολυφαινόλες που εντοπίζονται στα σταφύλια. Οι πολυφαινόλες οι οποίες 
απαντώνται σε αφθονία στα εκχυλίσματα ελληνικών ποικιλιών σταφυλιού, ήταν 
ισχυροί αναστολείς της τοποϊσομεράσης I, (που δείχνει ότι η αναστολή αυτού του 
ενζύμου μπορεί να αποτελεί ένα μηχανισμό για την αντικαρκινική δράση των 
ενώσεων αυτών). Επιπλέον, τα εκχυλίσματα σταφυλιού ανέστειλαν τη μιτομυκίνη C 
(αναστέλλει τη διαίρεση του DNA με το σχηματισμό συμπλόκου με αυτό, ασκώντας 
έτσι αντικαρκινική δράση), γεγονός που υποδηλώνει ότι θα μπορούσαν να 
εμποδίζουν βλάβες από τις ROS στο DNA. Ωστόσο, απομονωμένες φυτικές 
πολυφαινόλες ενισχύουν τη μιτομυκίνη C που δρα ως προοξειδωτικό (Stagos et al, 
2005).
Επίσης, in vivo και in vitro μελέτες απέδειξαν ότι τα εκχυλίσματα σταφυλιών 
μπορούν να δράσουν αποτρέποντας την εξέλιξη της καρκινογένεσης. Η αντι- 
μεταλλαξιγόνος δράση των εκχυλισμάτων από τις ελληνικές ποικιλίες σταφυλιών του 
είδους Vitis vinifera εκτιμήθηκε ως ένας πιθανός χημειοπροστατευτικός μηχανισμός, 
ενάντια στις επιζήμιες βλάβες στο DNA. Οι δύο τοπικές ελληνικές ποικιλίες 
σταφυλιών ήταν Ασύρτικο και Μανδηλαριά, ενώ οι οξειδωτικές ουσίες που 
χρησιμοποιήθηκαν ήταν η μπλεομυκίνη (BLM) και το υπεροξείδιο του υδρογόνου 
(Η2Ο2). Tα εκχυλίσματα έδειξαν να έχουν ανασταλτική δραστικότητα έναντι των δύο 
μεταλλαξιγόνων. Αυτά τα αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι η προστασία του DNA 
από μεταλλάξεις που προκαλούνται από ROS μπορεί να περιλαμβάνονται στους 
μηχανισμούς χημειοπροστατευτικής δράσης των εκχυλισμάτων σταφυλιών. Ωστόσο,
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φαίνεται ότι αυτή η προστατευτική δράση δε μπορεί να αποδοθεί στις πολυφαινόλες, 
αλλά μάλλον στη συνέργεια πολλών ενώσεων που περιέχονται στα σταφύλια (Stagos 
et al., 2006). Σε αυτό το σημείο θα πρέπει να επισημανθεί το ευρύτερο νόημα της 
έννοιας της χημειοπροφύλαξης, η οποία είναι συνιστώσα πολλών παραγόντων που 
αφορούν και στοχεύουν κυρίως στην πρόληψη με σκοπό την παρεμπόδιση εμφάνισης 
εκφυλιστικών παθήσεων (Stagos et al, 2005).
Το εκχύλισμα γιγάρτων σταφυλιών περιέχει μια μεγάλη ποικιλία χρήσιμων 
ουσιών όπως πρωτεΐνες, λιπίδια, υδατάνθρακες και πολυφαινόλες. Οι πολυφαινόλες 
αποτελούν το 8 με 9% του εκχυλίσματος των σπόρων και αυτό εξαρτάται από την 
ποικιλία. Οι πολυφαινόλες στους σπόρους των σταφυλιών βρίσκονται κυρίως υπό τη 
μορφή των βιοφλαβονοειδών. Τα φλαβονοειδή αυτά συμπεριλαμβάνουν παράγωγα 
των φλαβονοτριολών όπως, το γαλλικό οξύ, την κατεχίνη, την επικατεχίνη, την 
γαλλοκατεχίνη, την επιγαλοκατεχίνη, την προκυανιδίνη, την πολυμερισμένη, 
προακυανιδίνη και τις προανθοκυανιδίνες. Οι προανθοκυανιδίνες αναφέρονται ως 
ολιγομερείς (μονομερείς, διμερείς, τριμερείς κτλ) προανθοκυανιδίνες και με διεθνή 
συντομογραφία OPCs. Οι OPCs έχουν μεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα από τις 
βιταμίνες Ε έως 50 φορές και έως 20 φορές από την βιταμίνη C. Τα κυριότερα 
βιοενεργά συστατικά του σταφυλιού είναι οι προανθοκυανιδίνες και η ρεσβερατρόλη 
(Bagchi et al., 2014).
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Σκοπός της έρευνας
Τα τελευταία είκοσι χρόνια αρκετά εκχυλίσματα σταφυλιών και άλλα προϊόντα των 
σταφυλιών όπως το κρασί ήταν στο επίκεντρο μελετών λόγω των ισχυρών 
αντιοξειδωτικών ιδιοτήτων τους. Έχει δειχθεί ότι τα αντιοξειδωτικά που προέρχονται 
από τα σταφύλια είναι ιδιαίτερα ισχυρά και μπορούν να ασκήσουν προστατευτική 
δράση έναντι διαφόρων ασθενειών όπως ο διαβήτης και τα καρδιαγγειακά νοσήματα. 
Ένα από τα κυριότερα ερωτήματα είναι κατά πόσο τα διάφορα εκχυλίσματα πλούσια 
σε πολυφαινόλες μπορούν να επηρεάσουν το οξειδοαναγωγικό δυναμικό του 
κυττάρου και κατ’ επέκταση ενός οργανισμού. Επίσης υπάρχει μεγάλο ερευνητικό 
ενδιαφέρον για την μελέτη των μοριακών μηχανισμών μέσω των οποίων μπορούν να 
πετύχουν την δράση τους. Σκοπός λοιπόν της διατριβής αυτής ήταν να ερευνηθούν οι 
επιδράσεις της χορήγησης εκχυλίσματος στεμφύλων σταφυλιού σε μυϊκά και 
ενδοθηλιακά κύτταρα, σε δείκτες οξειδωτικού στρες, στα επίπεδα και τη 
δραστικότητα μιας σειράς αντιοξειδωτικών ενζύμων καθώς και στη γονιδιακή 
έκφραση των κυττάρων. Τα αποτελέσματα της έρευνας αναμένεται να βοηθήσουν 
στην κατανόηση των μηχανισμών μέσω των οποίον, αντιοξειδωτικά προερχόμενα 
από σταφύλια μπορούν να ασκήσουν αντιοξειδωτική δράση στα κύτταρα. Η 
κατανόηση των μηχανισμών αυτών θα μπορούσε να βοηθήσει στην σωστή χορήγηση 
αντιοξειδωτικών συμπληρωμάτων ειδικά σε ανθρώπους που πάσχουν από ασθένειες 
που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες. Πιο συγκεκριμένα, τα ερωτήματα/στόχοι της 
διατριβής συνοψίζονται παρακάτω:
1. Ένα εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού με αποδεδειγμένη ισχυρή 
αντιοξειδωτική δράση in vitro είναι ικανό να ασκήσει προστατευτική - 
αντιοξειδωτική δράση σε μυϊκά και ενδοθηλιακά κύτταρα που εκτέθηκαν σε
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οξειδωτικό παράγοντα; Αν ναι, μέσω ποιων κυτταρικών μοριακών 
μηχανισμών μπορεί να βελτιώσει την οξειδοαναγωγική κατάσταση μυϊκών και 
ενδοθηλιακών κυττάρων;
2. Η αντιοξειδωτική δράση εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιού σε μυϊκά και 
ενδοθηλιακά κύτταρα εξαρτάται από την ποσοτική τους σύσταση σε 
πολυφαινόλες ή η ποιοτική τους σύσταση σε πολυφαινόλες παίζει 
σημαντικότερο ρόλο;
3. Το εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού μπορεί να δράσει αντιοξειδωτικά 
επηρεάζοντας τους μηχανισμούς της γονιδιακής έκφρασης των μυικών 
κυττάρων. Αν ναι ποια γονίδια επηρεάζονται περισσότερο και ποιος είναι ο 
ρόλος τους;
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2
Επίδραση πολυφαινολικού εκχυλίσματος στέμφυλων 
σταφυλιού της ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου στο 
οξειδοαναγωγικό δυναμικό μυϊκών και ενδοθηλιακών
κυττάρων
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2.1. Γενικά
Είναι γνωστό ότι κάθε ζωντανός οργανισμός εκτίθεται σε ελεύθερες ρίζες του 
οξυγόνου (Ο2) κάτω από διάφορες συνθήκες φυσιολογικές ή μη. Οι ελεύθερες ρίζες 
παράγονται υπό φυσιολογικές συνθήκες όπως ο αερόβιος μεταβολισμός και 
συμμετέχουν σε διάφορες λειτουργίες του κυττάρου ως ρυθμιστές μονοπατιών 
σηματοδότησης, στην γονιδιακή έκφραση, στη φυσιολογική απόπτωση και σε 
φυσιολογικές προσαρμογές κατά τη διάρκεια της άσκησης (Ji et al., 2007; Well et al., 
2009; Ji et al., 2006; Gomez-Cabrera et al., 2005). Επιπλέον, οι ελεύθερες ρίζες 
μπορούν να παραχθούν υπό μη φυσιολογικές συνθήκες, όπως η ''κακή'' διατροφή, το 
κάπνισμα, η έκθεση σε ιονίζουσα και υπεριώδη ακτινοβολία (Baudet et al., 2012; 
Kelsen, 2012). Η υπερπαραγωγή ελεύθερων ριζών μπορεί να προκαλέσει οξειδωτική 
βλάβη σε βιολογικά μακρομόρια, στο ανοσοποιητικό σύστημα, και στον μυϊκό ιστό 
μπορεί να προκαλέσει οξειδωτική βλάβη και μυϊκό κάματο (Veskoukis et al., 2008; 
Schneider and Tiidus, 2007; Nikolaidis et al., 2007; Betters et al., 2004). Ωστόσο, 
κάθε ζωντανός οργανισμός διαθέτει αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς για την 
αντιμετώπιση της υπερπαραγωγής των ελευθέρων ριζών (Karpinska and Gromadzka, 
2013). Οι αντιοξειδωτικοί προστατευτικοί μηχανισμοί ενεργούν για να διατηρηθεί μια 
ισορροπία μεταξύ της παραγωγής ελεύθερων ριζών και της εξουδετέρωσής τους. Η 
διαταραχή αυτής της ισορροπίας, οδηγεί στην εμφάνιση του οξειδωτικού στρες, μιας 
παθολογικής κατάστασης που ενδέχεται να οδηγήσει σε αρκετές νόσους (Poljsak and 
Milisav, 2012).
Το οξειδωτικό στρες εμφανίζεται συχνά στον μυϊκό ιστό έπειτα από την 
υπερβολική έκθεση σε δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS). Για παράδειγμα, κατά τη 
διάρκεια της οξείας και έντονης άσκησης υπάρχει υψηλό ποσοστό κατανάλωσης
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οξυγόνου (Ο2) στους σκελετικούς μύες, που μπορεί να προκαλέσει ατελή αναγωγή 
του Ο2 σε νερό (Η2Ο) και διαρροή ηλεκτρονίων από την αλυσίδα μεταφοράς 
ηλεκτρονίων (αναπνευστική αλυσίδα) με αποτέλεσμα την παραγωγή των ROS που 
μπορούν να προκαλέσουν οξειδωτικό στρες. Τελικό αποτέλεσμα είναι η εμφάνιση 
μυϊκού καμάτου, κυτταρικών αλλοιώσεων και απόπτωσης (Phaneuf and 
Leeuwenburgh, 2001; McClung et al., 2010).
Επιπλέον, η βλάβη του αγγειακού ενδοθηλίου από το οξειδωτικό στρες μπορεί 
να οδηγήσει σε διάφορες ασθένειες (Baghi et al., 2003). Όπως περιγράφεται από τον 
Kokura et al (1999) και τους Hazel και Muller (2001), μια οξειδοαναγωγική 
ανισορροπία σε ενδοθηλιακά κύτταρα έχει σαν αποτέλεσμα την έκφραση 
διαφορετικών σηματοδοτικών μορίων από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, γεγονός που 
υποδηλώνει ότι το οξειδωτικό στρες επάγει οξείες και χρόνιες φάσεις προσκόλλησης 
των λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο. Λόγω των δυσμενών συνεπειών του οξειδωτικού 
στρες στην υγεία του ανθρώπου, έχει προταθεί ότι η χορήγηση αντιοξειδωτικών 
ουσιών μπορεί να προστατεύσει από την προβληματική αυτή κατάσταση (Kerasioti et 
al., 2012; Georgakouli et al., 2013). Έτσι, φυτικά τρόφιμα πλούσια σε αντιοξειδωτικά 
έχουν δειχθεί ότι έχουν ευεργετικές επιδράσεις στην ανθρώπινη υγεία (Liu, 2013). 
Κατά τα τελευταία χρόνια, αρκετά εκχυλίσματα σταφυλιών και άλλα προϊόντα των 
σταφυλιών όπως το κρασί ήταν στο επίκεντρο μελετών λόγω των ισχυρών 
αντιοξειδωτικών ιδιοτήτων τους. Η ερευνητική ομάδα του εργαστηρίου Φυσιολογίας 
του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας έχει δείξει ότι εκχυλίσματα σταφυλιού παρουσίασαν 
υψηλή αντιοξειδωτική δράση και παρεμπόδιζαν την επαγόμενη από ελεύθερες ρίζες 
(ROS) βλάβη στο DNA (Stagos et al., 2005; 2006; 2007). Οι αντιοξειδωτικές
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επιδράσεις εκχυλισμάτων στεμφύλων από σταφύλια αποδίδονται κυρίως στην 
πλούσια πολυφαινολική τους σύσταση (Stagos et al., 2006; Apostolou et al., 2013).
Ο σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να διερευνηθεί η ικανότητα ενός 
εκχυλίσματος στεμφύλων πλούσιο σε πολυφαινόλες να επηρεάσει την 
οξειδοαναγωγική κατάσταση των μυϊκών και ενδοθηλιακών κυττάρων τόσο απουσία 
όσο και παρουσία ενός παράγοντα πρόκλησης οξειδωτικού στρες. Η έρευνα για τις 
αντιοξειδωτικές επιδράσεις του εκχυλίσματος στεμφύλων σε κυτταρικό επίπεδο θα 
βοηθήσει την κατανόηση των μοριακών μηχανισμών μέσω των οποίων ασκείται αυτή 
η δράση. Επειδή τα εν λόγω εκχυλίσματα τα τελευταία χρόνια χρησιμοποιούνται και 
ως συμπληρώματα διατροφής, η κατανόηση των επιπτώσεων της χορήγησής τους σε 
αυτά τα συστήματα είναι σημαντική. Η σύσταση του εδάφους καθώς και οι 
κλιματικές συνθήκες επηρεάζουν την φαινολική σύσταση των σταφυλιών, λόγω της 
επιρροής της στη βιοχημική σύνθεση αυτών των ενώσεων, και κατά συνέπεια η 
έρευνα για τις βιολογικές ιδιότητες των τοπικών ποικιλιών είναι επίσης σημαντική 
(Soleas et al., 1997).
2.1.1. Μυϊκά Κύτταρα C2C12
Στην παρούσα έρευνα χρησιμοποιήθηκαν μυϊκά κύτταρα της κυτταρικής 
σειράς μυοβλαστών ποντικού C2C12. Αυτά τα κύτταρα είναι ικανά να 
διαφοροποιούνται όταν καλλιεργούνται σε κατάλληλα θρεπτικά μέσα. Αποτελούν ένα 
χρήσιμο εργαλείο για τη μελέτη της διαφοροποίησης των μυοβλαστών και 
οστεοβλαστών, στην έκφραση διάφορων πρωτεϊνών, και στην διερεύνηση 
βιοχημικών μονοπατιών. Η κυτταρική σειρά C2C12 είναι μια αθάνατη σειρά 
σκελετικών μυοβλαστών ποντικού, που αρχικά προέρχεται από δορυφορικά κύτταρα 
από το μυ του μηρού του ζώου 70 ώρες μετά από σοβαρούς τραυματισμούς (Yaffe
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και Saxel, 1977). Αναπτύσσονται ως αδιαφοροποίητοι μυοβλάστες σε κατάλληλο 
θρεπτικό μέσο.
2.1.2. Ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926
Τα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926 δημιουργήθηκαν με σύντηξη ανθρώπινων 
ενδοθηλιακών κυττάρων ομφάλιου φλέβας με καρκινικά κύτταρα ανθρώπου της 
σειράς Α549. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926 χρησιμοποιούνται σήμερα ως ένα 
ex vivo μοντέλο για την μελέτη διάφορων φυσιολογικών και παθολογικών 
διεργασιών, ειδικά στον τομέα της έρευνας της αγγειογένεσης (Emeis and Edgell, 
1988).
2.1.3. Μηχανισμός δράσης του οξειδωτικού παράγοντα t -BHP
Ο οξειδωτικός παράγοντας τριτ-βούτυλ-υδροϋπεροξείδιο (t-BHP) είναι ένα 
οργανικό υδροπεροξείδιο. Εξαιτίας της δραστικής ομάδας του υδροπεροξειδίου 
μπορεί να παράγει ROS και να δράσει ως τοξικός παράγοντας σε κύτταρα. Έχει 
χρησιμοποιηθεί για την μελέτη των μηχανισμών μέσω των οποίων δρουν οι 
ελεύθερες ρίζες κυρίως σε ηπατικά κύτταρα (Sies and Summer, 1975; Alia et al., 
2005). Ο κύριος μηχανισμός δράσης του t-BHP που έχει προταθεί παρουσιάζεται 
στην Εικόνα 19. Έχει παρατηρηθεί ότι ο οξειδωτικός παράγοντας t-BHP μπορεί να 
οξειδώσει την GSH, μέσω της δράσης της GPx και να οδηγήσει στην αύξηση της 
συγκέντρωσης της GSSG στα κύτταρα (S ies and Summer, 1975; Martin et al., 2000; 
Lima et al., 2006). Ακόμη αλληλεπιδρά με ιόντα τα Fe2+ οδηγώντας στο σχηματισμό 
των ριζών tBO· (Martin et al., 2000; Hix et al., 2000). Τόσο οι παραγόμενες ρίζες 
tBO· (tert-butyl-hydroperoxyl) όσο και η αλληλεπίδραση του t-BHP με την GSH, 
έχουν συνδεθεί με τη λιπιδική υπεροξείδωση (Alia et al., 2005; Lima et al., 2006) και
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την πρόκληση βλαβών στο DNA (Εικόνα 19) (Martin et al., 2000; Latour et al.,
1995).
Εικόνα 19. Σχηματική αναπαράσταση του μηχανισμού δράσης του οξειδωτικού 
παράγοντα τριτ-βούτυλ-υδροϋπεροξείδιο (t-BHP).
2.2. Υλικά και Μέθοδοι
2.2.1. Παρασκευή του εκχυλίσματος στέμφυλων σταφυλιού Vitis vinifera της 
ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου
Το εκχύλισμα προέκυψε από στέμφυλα σταφυλιών που ανήκουν στο είδος 
Vitis vinifera και συγκεκριμένα στην τοπική ποικιλία Μπατίκι Τυρνάβου (κόκκινα 
σταφύλια που καλλιεργούνται στην Κεντρική Ελλάδα). Η πρώτη ύλη ξεράθηκε σε 
ένα σκιερό και καλά αεριζόμενο μέρος, τοποθετήθηκε και εκχυλίστηκε με αιθανόλη 
(96%) στους 50 °C για 4 ώρες. Μετά από διήθηση, ο διαλύτης εξατμίστηκε υπό 
ελαττωμένη πίεση, και το υπόλειμμα κρατήθηκε στους -20 ° C μέχρι τη στιγμή της 
ανάλυσης για τη διερεύνηση του πολυφαινολικού περιεχόμενού του.
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2.2.2. Καλλιέργεια των κυτταρικών σειρών C2C12 και EA.hy926
Στην συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν μυϊκά και ενδοθηλιακά 
κύτταρα. Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην μελέτη ήταν τα μυϊκά 
κύτταρα της σειράς C2C12 που αποτελούν μυοβλάστες ποντικού και τα αγγειακά- 
ενδοθηλιακά κύτταρα ανθρώπου της σειράς EA.hy926, που αποτελούν υβριδική 
σειρά που προέκυψε από τη σύντηξη ενδοθηλιακών κυττάρων ομφαλικής φλέβας 
ανθρώπου (HUVECs) και επιθηλιακών κυττάρων από καρκίνωμα πνεύμονα του 
ανθρώπου (A549).
Οι κυτταρικές σειρές καλλιεργούνταν σε φλάσκες επιφάνειας 75 cm2 σε 
θρεπτικό υλικό DMEM (10 ml) το οποίο ήταν εμπλουτισμένο με 10% FBS, 1% L- 
γλουταμίνη και 1% διάλυμα αντιβιοτικών σε ειδικό κλίβανο για επώαση και 
ανάπτυξη στους 37 °C και σε συγκέντρωση CO2 5%. Τα κύτταρα αναπτύσσονταν σε 
θρεπτικό υλικό εμπλουτισμένο με 10% ορό FBS μέχρι η επιφάνεια της φλάσκας να 
καλύπτεται από 70% έως 80% από κύτταρα. Όταν τα κύτταρα κάλυπταν το 
προαναφερθέν ποσοστό της επιφάνειας της φλάσκας, πραγματοποιούνταν 
επανακαλλιέργεια των κυττάρων. Η επανακαλλιέργεια των κυττάρων γινόταν μέσω 
της αποκόλλησης των κυττάρων χρησιμοποιώντας 1 ml θρυψίνης (0,25%). Η 
θρυψίνη με την δράση της βοηθά στην αποκόλληση των κυττάρων από την επιφάνεια 
της φλάσκας. Η επώαση με την θρυψίνη διαρκούσε 5 min στους 37 ο^  Στη συνέχεια 
ακολουθούσε επαναιώρηση των αποκολλημένων κυττάρων σε θρεπτικό υλικό 
εμπλουτισμένο με 10% FBS. Τα κύτταρα μοιράζονταν σε καινούργιες φλάσκες, έτσι 
ώστε όταν κολλήσουν, σε κάθε καινούργια φλάσκα να καλύπτουν το 20% με 30% της 
επιφάνειας της. Η καλλιέργεια των κυττάρων έγινε με όσον το δυνατόν ασηπτικές 
συνθήκες σε θάλαμο ρεύματος αέρα συνεχούς ροής (Laminar air flow) για την
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αποφυγή επιμολύνσεων. Επίσης ανά τακτά χρονικά διαστήματα γινόταν έλεγχος των 
κυττάρων με σκοπό την διάγνωση πιθανών επιμολύνσεων.
2.2.3. Προσδιορισμός της κυτταροτοξικής δράσης του εκχυλίσματος και του 
οξειδωτικού παράγοντα tBHP με τη μέθοδο XTT
Για να χρησιμοποιηθούν μη κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις για τη μελέτη της 
αντιοξειδωτικής δράσης, αρχικά προσδιορίστηκε η κυτταροτοξική δράση του 
εκχυλίσματος. Για τον προσδιορισμό της κυτταροτοξικής δράσης του εκχυλίσματος 
και του οξειδωτικού παράγοντα tBHP, τόσο στα μυϊκά C2C12 όσο και στα 
ενδοθηλιακά EA.hy926 κύτταρα, στις εξεταζόμενες συγκεντρώσεις χρησιμοποιήθηκε 
το kit XTT assay της εταιρείας Roche.
Η μέθοδος XTT αποτελεί μια χρωματομετρική δοκιμή για την μη ραδιενεργή 
ποσοτικοποίηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της βιωσιμότητας. Η μέθοδος 
βασίζεται στον μεταβολισμό του τετραμμωνιακού άλατος (XTT) από μιτοχονδριακές 
δεϋδρογονάσες κυττάρων στον μεταβολίτη φορμαζάνη. Η φορμαζάνη είναι 
υδατοδιαλυτή, έχει πορτοκαλί χρώμα και απορροφά στα 450-500 nm και έτσι μπορεί 
να προσδιοριστεί φασματοφωτομετρικά. Μείωση του αριθμού των ζώντων κυττάρων 
οδηγεί σε μειωμένο μεταβολισμό του τετραμμωνιακού άλατος και συνεπώς σε 
μειωμένη απορρόφηση.
Εικόνα 20. Μεταβολισμός του XTT σε υδατοδιαλυτή φορμαζάνη από ζωντανά 
κύτταρα.
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Μετά την αποκόλληση των κυττάρων με θρυψίνη 0,25% και την 
επαναιώρησή τους σε θρεπτικό υλικό με 10% FBS, γίνεται μέτρησή τους με τη 
βοήθεια της αντικειμενοφόρου πλάκας Neubauer. Στη συνέχεια, γίνεται επίστρωση 
104 κυττάρων ανά θέση σε ένα τριβλίο 96 θέσεων (96-well plate). Στα κύτταρα 
επίσης προστίθεται θρεπτικό υλικό με 10% FBS (150μ1) και ακολουθεί επώαση για 
24 ώρες στους 370C και σε CO2 συγκέντρωσης 5% προκειμένου να προσκολληθούν. 
Μετά το πέρας της επώασης το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθούσε 
προσθήκη διαφορετικών συγκεντρώσεων του εκχυλίσματος (0, 1,25, 2,5, 10, 20, 30 
και 50 μ§^1 για τα κύτταρα C2C12 και 0, 0,068, 0,125, 0,250, 0,65, 1,25, 2,5, 5, 10, 
20 και 50 μ§^1 για τα κύτταρα ΕΑ. hy926) σε θρεπτικό υλικό χωρίς FBS (ώστε να 
αποφευχθεί η αλληλεπίδραση των συστατικών του FBS με το εκχύλισμα ή τον 
οξειδωτικό παράγοντα) συνολικού όγκου 100 μΐ. Τα κύτταρα στα οποία προστέθηκαν 
διαφορετικές συγκεντρώσεις της του εκχυλίσματος, επωάστηκαν για 24 h. Τα μυϊκά 
κύτταρα C2C12 μετά την προσθήκη του tBHP (0,3 mM) επωάστηκαν για 30 min και 
τα ενδοθηλιακά κύτταρα για 1 h. Μετά την επώαση προστίθενται 50 μΐ από το μίγμα 
ΧΤΤ reagent σε κάθε θέση και ακολουθεί επώαση για 4 h. (Το μείγμα του ΧΤΤ 
reagent πρέπει να έχει την αναλογία 50:1 και η προετοιμασία του μίγματος γίνεται 
πριν τη χρησιμοποίησή του). Σε κάθε πείραμα χρησιμοποιούνται και δείγματα ως 
αρνητικοί μάρτυρες, τα οποία περιείχαν μόνο κύτταρα και όχι ΧΤΤ reagent. Επίσης, 
χρησιμοποιούνται και δείγματα μάρτυρες που περιείχαν το εκχύλισμα ή τον tBHP και 
ΧΤΤ, χωρίς όμως να περιέχουν κύτταρα προκειμένου να παρατηρηθεί αν το 
εκχύλισμα απορροφά στα 450 nm. Μετά την τετράωρη επώαση προσδιορίζεται η 
απορρόφηση στα 450 nm με φασματοφωτόμετρο ELISA plate reader (Biotek) και τη 
χρήση του λογισμικού Gen5 (Biotek). Η εξέταση του εκχυλίσματος και του tBHP
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έγινε σε τρία διαφορετικά πειράματα και στο κάθε πείραμα η κάθε συγκέντρωση 
εξεταζόταν σε τριπλά δείγματα. Η % αναστολή του εκχυλίσματος ή του tBHP στην 




------------------------------------------------------- — χ 100
Ab.αρνητικού μάρτυρα]
2.2.4. Πειραματικός σχεδιασμός της μελέτης της επίδρασης του εκχυλίσματος 
στα επίπεδα των δεικτών του οξειδωτικού στρες και της χορήγησης του 
οξειδωτικού παράγοντα t-BHP
Ο πειραματικός σχεδιασμός παρουσιάζεται στην εικόνα 21. Τα μυϊκά κύτταρα 
C2C12 και τα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926 καλλιεργήθηκαν σε 25cm2 φλάσκες 
καλλιέργειας για τον προσδιορισμό της GSH και των ROS και σε 75cm2 φλάσκες 
καλλιέργειας για τον προσδιορισμό των TBARS και των πρωτεϊνικών καρβονυλίων 
με θρεπτικό υλικό DMEM (5 ml για τις 25cm2 φλάσκες και 10 ml για τις 75cm2 
φλάσκες), το οποίο είναι εμπλουτισμένο με 10% FBS, για 24 h στους 37 °C σε 
συγκέντρωση CO2 5%. Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και 
αντικαθίσταται με θρεπτικό υλικό DMEM απουσία FBS το οποίο περιέχει το 
εκχύλισμα στεμφύλων στις εξεταζόμενες συγκεντρώσεις. Στις φλάσκες που 
αποτελούσαν το μάρτυρα προστίθεται μόνο θρεπτικό υλικό απουσία ορού FBS. Μετά 
την προσθήκη του εκχυλίσματος ακολουθεί επώαση για 24 h. Μετά το τέλος της 
επώασης, το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και προστίθεται ο παράγοντας tBHP (0,3 
mM). Τα μυϊκά C2C12 κύτταρα μετά την προσθήκη του tBHP (0,3 mM) επωάζονται
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για 30 min ενώ τα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926 για 1 h. Ακολουθεί αποκόλληση 
των κυττάρων με θρυψίνη (500 μΐ για τις 25cm2 φλάσκες και 1 ml για τις 75cm2 
φλάσκες) (0,25%), επαναιώρηση σε θρεπτικό υλικό με 10% FBS και φυγοκέντρηση 
στα 300g στους 4°C για 10 λεπτά. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και ακολουθεί 
πλύση των κυττάρων με PBS σε αναλογία 1:1 (0,01 Μ με pH 7,4) και φυγοκέντρηση 
στα 300g στους 4 ^  για 10 λεπτά. Μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο 
απομακρύνεται και το ίζημα επαναδιαλύεται σε PBS (0,01 Μ με pH 7,4) για τον 
προσδιορισμό των δεικτών του οξειδωτικού στρες (GSH, ROS, TBARS, πρωτεϊνικά 
καρβονύλια). Για τις μεθόδους προσδιορισμού των πρωτεϊνικών καρβονυλίων 
ακολούθησε λύση των κυττάρων με υπερήχους για 1 min σε περιοδικά διαστήματα 
των 10 sec. Παράλληλα μελετήθηκε και η επίδραση του εκχυλίσματος στεμφύλων 
στους δείκτες οξειδωτικού στρες στις συγκεντρώσεις που προαναφέρθηκαν απουσία 
της χορήγησης του παράγοντα tBHP. Δηλαδή τα κύτταρα αφού επωάστηκαν για 24 h 
με το εκχύλισμα ακολούθησε η επεξεργασία τους για την μελέτη των δεικτών χωρίς 
να προηγηθεί επώαση με τον παράγοντα tBHP.
78
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
Εικόνα 21. Πειραματικός σχεδιασμός για την μελέτη της επίδρασης του εκχυλίσματος 
στεμφύλων σταφυλιών στους δείκτες οξειδωτικού στρες στα Α) μυϊκά C2C12 και Β) 
τα ενδοθηλιακά EA.hy926 κύτταρα. Τα κύτταρα επωάζονται για 24 h σε θρεπτικό 
υλικό DMEM εμπλουτισμένο με 10% σε ορό FBS. Το φαρδύ βέλος συμβολίζει την 
αλλαγή υλικού σε DMEM απουσία ορού FBS και την προσθήκη του εκχυλίσματος 
στεμφύλων και του t-BHP. Το λεπτό βέλος συμβολίζει την ολοκλήρωση των 
πειραμάτων και τη συλλογή των κυττάρων.
2.2.5. Προσδιορισμός των επιπέδων της GSH και των ROS με κυτταρομετρία 
ροής
Η κυτταρομετρία ροής (Flow Cytometry, FC) είναι μια τεχνική 
αυτοματοποιημένης κυτταρικής ανάλυσης που επιτρέπει τη μέτρηση μεμονωμένων
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σωματιδίων (κυττάρων, πυρήνων, χρωμοσωμάτων κ.λπ.) καθώς διέρχονται σε 
νηματική ροή από ένα σταθερό σημείο όπου προσπίπτει μία δέσμη φωτός. Τα 
πλεονεκτήματα της FC στηρίζονται κυρίως στη δυνατότητα να αναλύει με μεγάλη 
ταχύτητα, ακόμη και σε μικρά δείγματα, ταυτοχρόνως πολλαπλά φυσικά ή/και χημικά 
χαρακτηριστικά του κυττάρου. Ένα άλλο χαρακτηριστικό πλεονέκτημα που δεν το 
έχει άλλη μέθοδος είναι ότι προσφέρει τη δυνατότητα της πολυπαραμετρικής 
ανάλυσης του δείγματος συμπεριλαμβανομένου και της θέσης του κυτταρικού 
κύκλου στην οποία βρίσκονται. Η δέσμη φωτός (συνήθως δέσμη λέιζερ) ενός 
μεμονωμένου μήκους κύματος κατευθύνεται διαμέσου μιας υδροδυναμικά 
συγκλίνουσας ροής υγρού, η οποία προσπίπτει επάνω στα κύτταρα, καθώς ρέουν 
υδροδυναμικά εστιασμένα το ένα μετά το άλλο. Ένας αριθμός ανιχνευτών 
περιβάλλουν το σημείο όπου η δέσμη του φωτός διαπερνάει τη ροή του υγρού: ένας 
σε ευθυγράμμιση με τη δέσμη φωτός, κάποιοι άλλοι κάθετοι σε αυτήν και ένας ή 
περισσότεροι ανιχνευτές φθορισμού. Κάθε σωματίδιο μεταξύ 0,2 και 150 
μικρομέτρων αιωρούμενο στο υγρό που περνά διαμέσου της δέσμης σκεδάζει το φως 
προς κάποια κατεύθυνση και παράλληλα τα φθορίζοντα χημικά που βρίσκονται στο 
σωματίδιο ή επί της επιφάνειάς του μπορούν να διεγερθούν και να εκπέμψουν φως 
άλλου μήκους κύματος από αυτό της πηγής. Αυτός ο συνδυασμός σκεδασμένου και 
φθορίζοντος φωτός παραλαμβάνεται από τους ανιχνευτές και μετά από αναλύσεις 
είναι δυνατή η αποκόμιση πληροφοριών σχετικών με τη φυσική και χημική δομή 
κάθε μεμονωμένου σωματιδίου. Η εμπρόσθια σκέδαση "FSC" (εκ του Forward 
Scattering) σχετίζεται με τον όγκο του κυττάρου και η πλάγια σκέδαση "SSC" (εκ του 
Side Scattering) εξαρτάται από την εσωτερική πολυπλοκότητα του σωματιδίου (π.χ., 
σχήμα του πυρήνα, αριθμός κυτταροπλασματικών σωματιδίων ή αδρότητα 
κυτταρικής μεμβράνης).
80
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
Εικόνα 22. Υδροδυναμική εστίαση του δείγματος μέσα από το θάλαμο ροής.
Στην κυτταρομετρία ροής το υπό εξέταση υλικό, το οποίο πρέπει να είναι υπό 
μορφή εναιωρήματος (αίμα, μυελός των οστών ή άλλο παρασκευασθέν εναιώρημα 
κυττάρων από ιστούς), υπόκειται σε επεξεργασία με ειδικά κατά περίπτωση 
μονοκλωνικά αντισώματα συζευγμένα με φθορίζουσες ουσίες ή με φθορίζουσες 
χρωστικές ανάλογες προς τη χημική παράμετρο που αναζητείται. Στη συνέχεια ένα 
ένα τα κύτταρα υπό την επίδραση ρυθμίσεων υδροδυναμικής εστίασης έρχονται σε 
επαφή με μία ή περισσότερες ακτίνες laser διαφορετικού μήκους κύματος 
εκπεμπόμενης ακτινοβολίας και κατάλληλου για τη διέγερση των φθοριοχρωμάτων. 
Διάφοροι ειδικά διατεταγμένοι ανιχνευτές (έως και 18 βολταϊκές φωτοδίοδοι) 
μετρούν την ένταση του σκεδαζόμενου φωτός που προκύπτει από τη διάχυση της 
προσπίπτουσας ακτινοβολίας μετά την πρόσκρουση της με τα κύτταρα προς όλες τις 
κατευθύνσεις στο χώρο. Λαμβάνονται κυρίως 4 φωτεινά σήματα: το απευθείας 
σκεδαζόμενο φώς (FSC), το υπό ορθή γωνία σκεδαζόμενο φώς (SSC), ο παραγόμενος
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φθορισμός και η απορρόφηση μέρους της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Ο 
συνδυασμός αυτών των φωτεινών σημάτων παράγει ένα ρεύμα παλμού που 
ενισχύεται και εκφράζεται σαν μία σειρά εξειδικευμένων παλμών, τα αναλογικά 
σήματα, τα οποία στη συνέχεια μετατρέπονται σε ψηφιακά με τους μετατροπείς 
αναλογικού σήματος σε ψηφιακό (ADC system). Τα σήματα αυτά καταχωρούνται, 
ταξινομούνται, δημιουργούνται οι κατανομές συχνότητας των υπό διερεύνηση 
κυτταρικών παραμέτρων και αναλύονται με την χρήση ειδικών προγραμμάτων 
ηλεκτρονικών υπολογιστών. Με αυτόν τον τρόπο μπορούν να εξετασθούν δεκάδες 
κυτταρικές παράμετροι μεγάλου αριθμού κυττάρων σε μικρό χρονικό διάστημα 
(>1000 κύτταρα/δευτερόλεπτο). Εκτός από τη μελέτη των διαφόρων κυτταρικών 
χαρακτηριστικών, η τεχνική της κυτταρομετρία ροής είναι δυνατόν να 
χρησιμοποιηθεί και για διαλογή κυττάρων (cell sorting). Καθώς τα
κύτταρα/σωματίδια του εναιωρήματος περνούν από την πηγή φωτός, δύναται 
εκλεκτικά να φορτισθούν και έτσι κατά την έξοδο τους διαχωρίζονται ανάλογα με το 
φορτίο τους, συλλέγοντας με αυτό τον τρόπο καθαρούς κυτταρικούς πληθυσμούς από 
το αρχικό μείγμα, με μεγάλη ταχύτητα και ακρίβεια.
Τα ενδοκυτταρικά επίπεδα της GSH και των ROS προσδιορίστηκαν με 
κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιώντας τις χρωστικές mercury orange και DCF -DA, 
αντίστοιχα. Συγκεκριμένα, η φθορίζουσα χρωστική mercury orange προσδένεται 
απευθείας στην GSH (μια ένωση που προσδένεται στοιχειομετρικά στις 
σουλφυδρυλικές ομάδες) ενώ η DCF-DA αποακετυλιώνεται από κυτταρικές 
εστεράσες σε μία μη φθορίζουσα ένωση, η οποία αργότερα οξειδώνεται από τις ROS 
στην φθορίζουσα DCF. Παρασκευάστηκε ένα στοκ διάλυμα της χρωστικής mercury 
orange (400 μΜ) διαλυμένης σε ακετόνη και αποθηκεύτηκε στους 4 °C, ενώ ένα 
φρέσκο διάλυμα της χρωστικής DCF-DA (100 μΜ) διαλυμένης σε μεθανόλη
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παρασκευαζόταν πριν από κάθε πείραμα. Το κυτταρικό αιώρημα επαναδιαλύεται σε 
150 μΐ PBS και επωάζονται παρουσία της χρωστικής mercury orange (15 μΐ) (40μΜ) 
ή της χρωστικής DCF-DA (15 μ1) (10μΜ), για τον προσδιορισμό της GSH ή των 
ROS αντίστοιχα, στο σκοτάδι στους 37°C για 30 min. Ακολουθεί πλύση και 
επαναδιάλυση των κυττάρων σε 250 μΐ PBS και φυγοκέντρηση στα 300 g, στους 4οΟ 
για 10 min. Το υπερκείμενο απομακρύνεται, προστίθενται 250 μΐ PBS και προχωράμε 
στην ανάλυση με τη χρήση κυτταρομέτρου ροής FACScan (Becton Dickinson, NJ, 
USA) με φάσμα διέγερσης και εκπομπής στα 488 και 530 nm για τα ROS και τα 488 
και 580 nm για την GSH. Επίσης μετρήθηκαν η εμπρόσθια και δεξιά οπτική γωνία 
σκέδασης του φωτός που δείχνουν το μέγεθος και την εσωτερική πολυπλοκότητα των 
κυττάρων. Τα κύτταρα αναλύθηκαν με έναν ρυθμό 100-200 γεγονότων/δευτερόλεπτο. 
Οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν σε 10.000 κύτταρα ανά δείγμα και η ένταση 
φθορισμού μετρήθηκε σε λογαριθμική κλίμακα. Τα δεδομένα αναλύθηκαν 
χρησιμοποιώντας το λογισμικό BD Cell Quest (Becton Dickinson). Το κάθε πείραμα 
πραγματοποιήθηκε τουλάχιστον τρεις φορές.
2.2.6. Προσδιορισμός των επιπέδων των TBARS
Ο προσδιορισμός των επιπέδων των TBARS ενός δείκτης της λιπιδικής 
υπεροξείδωσης βασίστηκε στη μέθοδο των Keles et al. (2001).
400 μΐ κυτταρικού αιωρήματος αναμειγνύονται με 500 μΐ διαλύματος 35% 
TCA και 500 μΐ διαλύματος Tris-HCl (200 mM, pH 7,4). Τα δείγματα επωάζονται για 
10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Στην συνέχεια προστίθενται 1 ml διαλύματος 2 Μ 
Na2SO4 και 55 mM ΤΒΑ και τα δείγματα επωάζονται για 45 min στους 9 5 ^  (σε 
υδατόλουτρο). Μετά την επώαση τα δείγματα κρυώνουν για 5 min σε πάγο και 
ακολουθεί προσθήκη 1 ml διαλύματος 70% TCA. Μετά από ανάδευση, 1 ml του κάθε
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δείγματος φυγοκεντρείται στα 15000 g για 3 min. Ακολουθεί μέτρηση της οπτικής 
απορρόφησης του υπερκείμενου στα 530 nm. Τα δείγματα χωρίς το κυτταρικό 
αιώρημα αποτελούσαν το τυφλό και ο μηδενισμός του φασματοφωτόμετρου γίνεται 
με αέρα. Κάθε δείγμα εξετάζεται εις τριπλούν.
Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως nmol ουσιών που αντιδρούν με το 
θειοβαρβιτουρικό οξύ ανά mg πρωτεΐνης του κυτταρικού αιωρήματος. Η 
συγκέντρωση των TBARS υπολογίζεται με βάση τον συντελεστή μοριακή απόσβεσης 
της MDA. Η μέτρηση απαιτεί >30μg απόλυτη ποσότητα πρωτεΐνης στο προς εξέταση 
δείγμα. Οι υπολογισμοί γίνονται με βάση τον παρακάτω τύπο:
(Αδ -  ΑΟ) / 0,156
TBARS (nmol/mg πρωτεΐνης) = -------------------------------  x 7,5
Οδ
Αδ: Η μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του δείγματος.
Α0: Η μέση τιμή της απορρόφησης του τυφλού.
ε530 MDA (μΜ"1^ " 1): 0,156 είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης της 
μαλονδιαλδεϋδης.
Τιμή 7,5: Ο συντελεστής αραίωσης του αιωρήματος (ντελ.αντίδρασης/ μl 
αιωρήματος [3000 μ l /400 μ l]).
Cδ: Η συγκέντρωση mg/ml της πρωτεΐνης που προσδιορίστηκε μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford
2.2.7. Προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών καρβονυλίων
Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών καρβονυλίων 
βασίστηκε στη μέθοδο των Patsoukis et al. (2004).
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Πιο αναλυτικά, 200 μ l 20% TCA προστίθενται σε 200 μΐ
κυτταροπλασματικού αιωρήματος (κάθε δείγμα έχει το τυφλό του), τα δείγματα 
επωάζονται στον πάγο για 15 min και ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 15000 g για 5 
min στους 4oC. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και προστίθενται 500 i L DNPH 10 
mM (διαλυμένο σε 2,5N HCL) για τα δείγματα ή 500 i L 2,5N HCL για τα τυφλά. 
Ακολουθεί επώαση των δειγμάτων για 1 h στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου με 
ενδιάμεση ανάδευση κάθε 15 min και στο τέλος φυγοκέντρηση στα 15000 g για 5 
min στους 4°C. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και προστίθενται 1 ml 10% TCA. 
Ακολουθεί ανάδευση και φυγοκέντρηση στα 15000 g για 5 min στους 4oC. Το 
υπερκείμενο απομακρύνεται και προστίθεται 1 ml μίγματος αιθανόλης-οξικού 
αιθυλεστέρα (1:1 v/v) ενώ γίνεται φυγοκέντρηση στα 15000 g για 5 min στους 4οΟ. 
Το συγκεκριμένο βήμα επαναλαμβάνεται δύο ακόμη φορές. Στο τέλος προστίθενται 1 
ml 5M ουρίας (pH 2.3) και τα δείγματα επωάζονται στους 3 7 ^  για 15 min. 
Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 15000 g για 3 min στους 4 ^  και μετριέται η 
απορρόφηση στα 375nm.
Η συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων υπολογίζεται με βάση τον συντελεστή 
μοριακή απόσβεσης του DNPH. Οι υπολογισμοί γίνονται με βάση τον παρακάτω 
τύπο:
(Asample - Ablank) / 0.022
Protein carbonyls (nmol/mg protein) = ---------------- — -----------------  x 5
Α sample: Η μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του δείγματος.
Α blank: Η μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του τυφλού.
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ε375 DNPH (nmol/ml): 0,022 είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης του DNPH 
Τιμή 5: Ο συντελεστής αραίωσης του αιωρήματος ντελ. αντίδρασης/ μΐ πλάσματος 
[1000 μΐ /200 μΐ]).
Cδ: Η συγκέντρωση mg/ml της πρωτεΐνης που προσδιορίστηκε μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford.
2.2.8. Προσδιορισμός συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης μέσω του αντιδραστηρίου 
Bradford
Ο προσδιορισμός συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης των δειγμάτων έγινε μέσω 
πρότυπης καμπύλης της πρωτεΐνης αλβουμίνης μέσω του αντιδραστηρίου Bradford. 
Το αντιδραστήριο Bradford χρησιμοποιείται συχνά για τον ποσοτικό προσδιορισμό 
της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης. Η μέθοδος βασίζεται στην αλληλεπίδραση της 
χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 του αντιδραστηρίου με τα αμινοξέα των 
πρωτεϊνών οδηγώντας στο σχηματισμό χρωμογόνου προϊόντος με μπλε χρώμα το 
οποίο έχει οπτική απορρόφηση στα 595 nm (Bradford, 1976).
Για την πρότυπη καμπύλη αλβουμίνης πραγματοποιήθηκαν διαδοχικές 
αραιώσεις διαλύματος αλβουμίνης 10 mg/ml ώστε να προκύψουν διαλύματα 
συγκεντρώσεις 50, 100, 200, 400, 800, 1000 και 1400 μg/ml. Για την κατασκευή της 
πρότυπης καμπύλης 20 μΐ διαλύματος αλβουμίνης με τις παραπάνω συγκεντρώσεις 
προστέθηκε σε 1 ml διαλύματος αντιδραστηρίου Bradford. Τα δείγματα ανακινούνται 
απαλά και επωάζονται για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι να 
σταθεροποιηθεί το χρώμα. Ακολουθεί μέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 595 
nm. Ως τυφλό χρησιμοποιείται διάλυμα που περιέχει 20 μ ΐ Η2Ο και 1 ml διαλύματος 
αντιδραστηρίου Bradford. Οι συγκεντρώσεις αλβουμίνης 50 -1400 αντιστοιχούν στο 
γραμμικό τμήμα της καμπύλης.
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Με βάση τις τιμές της οπτικής απορρόφησης στα 595 nm που αντιστοιχούσαν 
στις συγκεντρώσεις της αλβουμίνης κατασκευάστηκε η πρότυπη καμπύλη. Για τον 
προσδιορισμό της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης των δειγμάτων 20 μ l προστίθενται 
κάθε φορά σε 1 ml διαλύματος αντιδραστηρίου Bradford. Ακολουθεί αντιστοίχιση 
της τιμής οπτικής απορρόφησης με την συγκέντρωση αλβουμίνης από την πρότυπη 
καμπύλη.
2.2.9. Στατιστική ανάλυση
Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με τη χρήση του 
στατιστικού προγράμματος ανάλυσης SPSS 13.0 (Statistical Package for Social 
Sciences, SPSS). Για τη στατιστική ανάλυση υπολογιζόταν αρχικά για κάθε δείγμα η 
μέση τιμή (mean), η τυπική απόκλιση (standard deviation) και το τυπικό σφάλμα 
(standard error).
Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε μέσω ανάλυσης 
διακύμανσης ενός παράγοντα, 1-way ANOVA. Οι ζευγαρωτές συγκρίσεις έγιναν 
μέσω του τεστ του Dunnet. Οι διαφορές θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικές με 
επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας p  < 0,05. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως 
mean ± SEM.
2.3. Αποτελέσματα
2.3.1. Πολυφαινολικό περιεχόμενο του εκχυλίσματος στέμφυλων
Η ποιοτική πολυφαινολική σύνθεση του εκχυλίσματος προσδιορίστηκε με 
υγρή χρωματογραφία - υψηλής ανάλυσης φασματομετρία μάζας (LC-HRMS). Η
87
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε προηγούμενη μελέτη (Veskoukis et al., 2012) του 
εργαστηρίου Φυσιολογίας Ζωικών Οργανισμών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται 
στον Πίνακας 3. Έτσι, φαίνεται ότι το εκχύλισμα αποτελείται από τις φλαβαν-3-όλες, 
κατεχίνη και επικατεχίνη που εντοπίζονται σε θερμοκρασία δωματίου με Rt = 3,83 
λεπτά και Rt = 5,93 λεπτά αντίστοιχα, και ανιχνεύθηκαν με θετικό και αρνητικό 
τρόπο με βάση τα ψευδομοριακά ιόντα τους σε αναλογία [M+H]+ μάζας προς φορτίο 
(m/z) 291.0863 και [Μ-Η]- σε m/z 289.0707, αντίστοιχα (Veskoukis et al., 2012). 
Επιπλέον, η φλαβαν-3-όλη, γαλλική-3-επιγαλοκατεχίνη ταυτοποιήθηκε σε Rt = 9,25 
λεπτά βασισμένη στο ψευδομοριακό ιόν του [Μ-Η]- σε m/z 441.0816 (Veskoukis et 
al., 2012). Επιπλέον, οι ανθοκυανιδίνες κυανιδίνη, μαλβιδίνης, δελφινιδίνη, και 
πετουνιδίνη εντοπίστηκαν στα 9.25, 11.74, 13.55, και 15.99 λεπτά αντίστοιχα με 
βάση τα ψευδομοριακό ιόντα τους [Μ-Η]- σε m/z 609.1467, [M+H]+ σε m/z 
331.0812, [Μ-Η]- στο m/z 301.0359, και [Μ-Η]- σε m/z 315.0516, αντίστοιχα. 
Επιπλέον, η ανθοκυανίνες, μυρτιλλίνη, κουμαρίνη, οενίνη και 3-O-γλυκοσίδιο της 
πεονιδίνης ανιχνεύθηκαν στα 9,53, 10,63, 6,72, και 5,76 λεπτά με βάση τα 
ψευδομοριακά ιόντα τους που αντιστοιχούν σε [Μ-Η]- σε m/z 463.0888 [Μ-Η]- σε 
m/z 447.0939, [Μ-Η]- σε m/z 491.1201, και [M+H]+ m/z 463.1235, αντίστοιχα. Οι 
φλαβονόλες, κερκετίνη εντοπίστηκε σε Rt = 9,56 λεπτά και η καμπφερόλη σε Rt = 
15,79 λεπτά με βάση τα ψευδομοριακά τους ιόντα [Μ-Η]- σε m/z 301.0357 και [Μ­
Η]- σε m/z 285.0407, αντίστοιχα. Εκτός από τα παραπάνω φλαβονοειδή, δυο 
φαινολικά οξέα, το γαλλικό οξύ (Rt = 0,78 min) και το καφταρικό οξύ (Rt = 26,18 
min), εντοπίστηκαν επίσης με βάση τα ψευδομοριακά τους ιόντα [Μ-Η]- σε m/z 
169.0147 και [Μ-Η]- σε m/z 311.0398, αντίστοιχα. Τέλος, το συνολικό 
πολυφαινολικό περιεχόμενο του εκχυλίσματος εκτιμήθηκε και βρέθηκε να είναι 648
mg γαλλικού οξέος ανά γραμμάριο εκχυλίσματος (Veskoukis et al., 2012).
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Πίνακας 3. Πολυφαινολικό περιεχόμενο του εκχυλίσματος στεμφύλων όπως 
προσδιορίστηκε με τη χρήση της μεθόδου LC-HRMS.
Πολύ φαινόλες (min}1 mir [M±H]“a
Φλαβαν-3-όλες
Κατεχίνη 3.83 291 0863 [M-H]+ 
289.0707 [Μ H]-
Εττικατεχίνη 5.93 291.0863 [M-H]+ 
289.0707 [Η HJ-
3-Γαλλική-Ετιικαιεχίνη 9,25 441.0816 [H HJ
Ανθ οκυ ανιλίνες
Κυανιδινη 9,25 609 1 467 [M HJ"
Μαλβιδινη ( 1,74 331.0812 [M -HJ+
Δελφινιδίνη (3,55 301.0359 [H HJ"
Πετουνιιδινη 15.99 315.0516 [M HJ"
Ανθοκυανίνες
Μυρτιλινη 9.53 ■463.0888 [M HJ"
Κούρο μανινη 10.63 447.0939 [M HJ"
Οενίνη 6.72 491.1201 [M-H]
3-Ο-γλυκοσίδιο Πεονιδίνης 5.76 463.1235 [M - HJ ^
φαινολικά οξέα
Γαλλικό οξύ 0.78 169.0147 [H HJ"
Καφιαρικό οξύ 26.18 311.0398 [M-H]-
Φλαβονάλες
Κερκετίνη 9.56 301.0357 [Μ H]-
Καμφερόλη 15.79 285.0407 [Μ H]-
TPC (mg γαλλικού οξέος/g 648
Εκχυλίσματος]
2.3.2. Επίδραση του εκχυλίσματος σταφυλιού στη βιωσιμότητα των C2C12 και 
EA.hy926 κύτταρων.
Η μέθοδος προσδιορισμού της βιωσιμότητας των κυττάρων ΧΤΤ 
χρησιμοποιήθηκε για την εκτίμηση της επίδρασης της χορήγησης του εκχυλίσματος 
στεμφύλων σταφυλιού στη βιωσιμότητα των κυττάρων C2C12 και EA.hy926. Τα 
αποτελέσματα έδειξαν ότι το εκχύλισμα σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 10 μ§^1 
μειώνει σημαντικά τη βιωσιμότητα των μυϊκών κυττάρων C2C12 (εικόνα 23 A). Έτσι,
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οι συγκεντρώσεις του εκχυλίσματος που επιλέχτηκαν για τη μελέτη ήταν 2,5, 5 και 10 
1 g/ml, οι οποίες δεν εμφάνιζαν κυτταροτοξική δράση. Στα ενδοθηλιακά κύτταρα 
EA.hy926, το εκχύλισμα εμφάνισε κυτταροτοξικότητα σε χαμηλότερες 
συγκεντρώσεις συγκριτικά με τα C2C12 κύτταρα (εικόνα 23B). Συγκεκριμένα, 
κυτταροτοξική δράση εμφανιζόταν σε συγκεντρώσεις εκχυλίσματος μεγαλύτερες από 
0,675 μg/ml (εικόνα 23B). Ως εκ τούτου, για τα EA.hy926 κύτταρα, οι 
συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 0,068, 0,125, και 0,250 μ g/ml.
Συγκεντρώ σει; εκχυλίσματος pg/ml
Εικόνα 23. Κυτταρική βιωσιμότητα μετά την χορήγηση του εκχυλίσματος στα (Α) 
C2C12 κύτταρα και (Β) EA.hy926 κύτταρα. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως 
mean ± SEM τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. *p < 0.05: Στατιστικά σημαντική 
διαφορά σε σχέση με τα κύτταρα ελέγχου.
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2.3.3. Επιδράσεις της χορήγησης εκχυλίσματος στέμφυλων σε δείκτες 
οξειδωτικού στρες στα C2C12 κύτταρα.
Το οξειδωτικό στρες εκτιμήθηκε με κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιώντας τις 
χρωστικές DCF-DA για τον προσδιορισμό των ROS και mercury orange για τον 
προσδιορισμό της GSH. Επίσης φασματοφωτομετρικά μελετήθηκαν τα επίπεδα των 
TBARS και των πρωτεϊνικών καρβονυλίων. Τα ιστογράμματα που υποδεικνύουν τον 
αριθμό των κυττάρων έναντι του φθορισμού DCF-DA ή mercury orange φαίνονται 
στην εικόνα 24 A και 24B, αντίστοιχα. Οι μέσες τιμές της έντασης του φθορισμού 
αξιολογήθηκαν χρησιμοποιώντας το λογισμικό BD Cell Quest και εκφράζονται 
ποσοστιαία ως προς τα κύτταρα ελέγχου (χωρίς χορήγησης εκχυλίσματος) (εικόνα 
25). Η χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων στα κύτταρα C2C12, στις 
συγκεντρώσεις των 5 και 10 μ g/ml μείωσε στατιστικώς σημαντικά τα επίπεδα των 
ROS κατά 28,80 ± 10,8% και 47,60 ± 8,5%, αντίστοιχα, συγκριτικά με τα κύτταρα 
ελέγχου (εικόνα 25). Επιπλέον, η ανάλυση των αποτελεσμάτων της κυτταρομετρίας 
ροής έδειξε ότι η χορήγηση του εκχυλίσματος αύξησε σημαντικά τα επίπεδα της 
GSH κατά 151 ± 28,3%, 119 ± 27,2%, και 168 ± 33,7% στις συγκεντρώσεις των 2,5, 
5, και 10 μg/ml, αντίστοιχα (εικόνα 25). Παρόμοια με τα επίπεδα των ROS, η 
χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων μείωσε σημαντικά τα επίπεδα των TBARS 
κατά 29,30 ± 1,6%, 37,60 ± 1,7%, και 54,07 ± 2,2% στα 2,5, 5, και 10 μg/ml, 
αντίστοιχα (εικόνα 25). Επιπλέον, η χορήγηση του εκχυλίσματος προκάλεσε 
σημαντική μείωση στα επίπεδα των πρωτεϊνικών καρβονυλίων κατά 20,00 ± 5%, 
24,60 ± 4,3%, και 21,80 ± 3,9% στις συγκεντρώσεις των 2,5, 5 και 10 μ g/ml, 
αντιστοίχως (εικόνα 25).
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A control 2.5|jg/ml extract . Sug/ml extract
FL-2 (GSH)FL-2 GSH FL-2 (GSH
con tro l 5ng/ml extract2 5n£/ml extract





Εικόνα 24. Επίδραση της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων για 24 ώρες στους 
δείκτες οξειδωτικού στρες στα κύτταρα C2C12. (α) Τα ιστογράμματα που 
παρουσιάζουν τον αριθμό των κυττάρων σε συνάρτηση με το φθορισμό τους (10000 
κύτταρα) όπως προκύπτουν από την κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση της GSH. 
Το FL2 αντιπροσωπεύει την ανίχνευση του φθορισμού χρησιμοποιώντας 488 και 580 
nm ως μήκος κύματος διέγερσης και εκπομπής αντιστοίχως. (β) Τα ιστογράμματα 
που παρουσιάζουν τον αριθμό των κυττάρων σε συνάρτηση με το φθορισμό τους 
(10000 κύτταρα) όπως προκύπτουν από την κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση 
των ROS. Το FL1 αντιπροσωπεύει την ανίχνευση του φθορισμού χρησιμοποιώντας 
488 και 530 nm ως μήκος κύματος διέγερσης και εκπομπής αντιστοίχως. Για την 
μέτρηση των ROS και της GSH, τα κύτταρα C2C12 επωάστηκαν με 10 mM DCF-DA 
και 40 mM mercury orange, αντίστοιχα, για 30 λεπτά στους 37oC. Τα κύτταρα στη 
συνέχεια πλύθηκαν, επαναδιαλύθηκαν σε PBS, και αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας 
κυτταρομετρία ροής, όπως περιγράφεται παραπάνω. (γ) Παρουσιάζεται η επίδραση 
της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων στα επίπεδα των ROS, GSH, TBARS, 
και πρωτεϊνικών καρβονυλίων. Τα επίπεδα των TBARS και των πρωτεϊνικών 
καρβονυλίων εκτιμήθηκαν με φασματοφωτομετρικά. Όλες οι τιμές παρουσιάζονται 
ως μέσος όρος ± SEM τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. * ρ <0.05: στατιστικά 
σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου.
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Εικόνα 25. Παρουσιάζεται η επίδραση της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων 
στα επίπεδα των ROS, GSH, TBARS, και πρωτεϊνικών καρβονυλίων. Τα επίπεδα των 
TBARS και των πρωτεϊνικών καρβονυλίων εκτιμήθηκαν με φασματοφωτομετρικά. 
Όλες οι τιμές παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± SEM τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. 
* ρ <0.05: στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου.
2.3.4. Επιδράσεις της χορήγησης εκχυλίσματος στέμφυλων σε δείκτες
οξειδωτικού στρες στα EA.hy926 κύτταρα.
Τα ιστογράμματα που υποδεικνύουν τον αριθμό των κυττάρων σε σχέση με 
τα επίπεδα φθορισμού της DCF-DA ή της mercury orange στα EA.hy926 κύτταρα 
μετά τη χορήγηση του εκχυλίσματος φαίνονται στην εικόνα 26 Α και 26Β, αντίστοιχα. 
Τα αποτελέσματα από την ανάλυση της κυτταρομετρίας ροής έδειξαν ότι η 
κατεργασία με το εκχύλισμα αύξησε σημαντικά τα επίπεδα της ανηγμένης 
γλουταθειόνης κατά περίπου 15,00 ± 2% τόσο στη συγκέντρωση των 0,068 μ g/ml 
όσο και στη συγκέντρωση των 0,125 μ g/ml (εικόνα 27). Επιπλέον, το εκχύλισμα 
στεμφύλων προκάλεσε μια σημαντική μείωση στα επίπεδα των πρωτεϊνικών
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καρβονυλίων κατά 16,80 ± 4,2%, 11,70 ± 1,3%, και 16,00 ± 4,5% στις
συγκεντρώσεις των 0,068, 0,125, και 0,250 pg/ml (εικόνα 27). Ωστόσο, τα επίπεδα 
των ROS και των TBARS δεν επηρεάστηκαν από τη χορήγηση του εκχυλίσματος σε 
καμία από τις συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν (εικόνα 27).
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Ο 068μ£/ηηΙ extract 0125μ^/ηηΙ extractcontrol





0 125Mg/ml extract0.065n£/m l extract 0.250μβ/ΓηΙ extractcontrol
FL-l (ROS) FL-1 (ROS) FL-l (ROS)FL-1 ROS)
Εικόνα 26. Επίδραση της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων για 24 ώρες στους 
δείκτες οξειδωτικού στρες στα κύτταρα EA.hy926. (Α) Τα ιστογράμματα που 
παρουσιάζουν τον αριθμό των κυττάρων σε συνάρτηση με το φθορισμό τους (10000 
κύτταρα) όπως προκύπτουν από την κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση της GSH. 
Το FL2 αντιπροσωπεύει την ανίχνευση του φθορισμού χρησιμοποιώντας 488 και 580 
nm ως μήκος κύματος διέγερσης και εκπομπής αντιστοίχως. (Β) Τα ιστογράμματα 
που παρουσιάζουν τον αριθμό των κυττάρων σε συνάρτηση με το φθορισμό τους 
(10000 κύτταρα) όπως προκύπτουν από την κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση 
των ROS. Το FL1 αντιπροσωπεύει την ανίχνευση του φθορισμού χρησιμοποιώντας 
488 και 530 nm ως μήκος κύματος διέγερσης και εκπομπής αντιστοίχως. Για την 
μέτρηση των ROS και της GSH, τα κύτταρα C2C12 επωάστηκαν με 10 mM DCF-DA 
και 40 mM mercury orange, αντίστοιχα, για 30 λεπτά στους 37oC. Τα κύτταρα στη 
συνέχεια πλύθηκαν, επαναδιαλύθηκαν σε PBS, και αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας 
κυτταρομετρία ροής, όπως περιγράφεται παραπάνω.
95
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
Εικόνα 27. Παρουσιάζεται η επίδραση της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων 
στα επίπεδα των ROS, GSH, TBARS, και Πρωτεϊνικών καρβονυλίων. Τα επίπεδα 
των TBARS και των πρωτεϊνικών καρβονυλίων εκτιμήθηκαν με 
φασματοφωτομετρικά. Όλες οι τιμές παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± SEM τριών 
ανεξάρτητων πειραμάτων. * ρ <0.05: στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με 
τα κύτταρα ελέγχου.
2.3.5. Προστατευτικές επιδράσεις του εκχυλίσματος στέμφυλων έναντι του 
οξειδωτικού στρες που προκαλείται από το tBHP στα κύτταρα C2C12.
Τα ιστογράμματα της κυτταρομετρίας ροής υποδεικνύουν τον αριθμό των 
κυττάρων σε σχέση με τα επίπεδα φθορισμού της DCF-DA ή της mercury orange που 
χρησιμοποιούνται για τη χρώση των ROS και GSH, αντίστοιχα, για τα κύτταρα 
C2C12 μετά την χορήγηση του παράγοντα tBHP, έπειτα από την ανάπτυξη των 
κυττάρων σε θρεπτικό μέσω που περιείχε εκχύλισμα στεμφύλων παρουσιάζονται 
στην εικόνα 28 Α και 28Β, αντίστοιχα. Όσον αφορά τα επίπεδα των ROS, ο tBHP δεν
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είχε καμία επίδραση σε σχέση με τα κύτταρα ελέγχου. Αυτό μπορεί να οφείλεται σε 
εξουδετέρωση των ελεύθερων ριζών από τους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς του 
κυττάρου (π.χ. GSH) ή/και από την αντίδρασή τους με άλλα μόρια. Έτσι, αν και o 
tBHP παράγει ελεύθερες ρίζες, δεν παρατηρήθηκαν αλλαγές στα επίπεδά τους την 
χρονική στιγμή που μελετήσαμε. Για παράδειγμα, παρατηρήθηκε μια μείωση στα 
επίπεδα της GSH και μια αύξηση στα επίπεδα των TBARS (εικόνα 29) μετά τη 
δράση του tBHP, υποδεικνύοντας ότι οι ελεύθερες ρίζες αντιδρούν με GSH και 
λιπίδια των κυττάρων. Ωστόσο, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η κατεργασία των 
κυττάρων C2C12 με το εκχύλισμα σταφυλιού σε συγκεντρώσεις 5 και 10 μ g/ml, πριν 
τη χορήγηση του tBHP, μείωσε σημαντικά τα επίπεδα ROS κατά 38,80 ± 5% και 
47,60 ± 3% αντίστοιχα, σε σύγκριση με τη χορήγηση μόνο του tBHP (εικόνα 29). 
Εξάλλου, η ανάλυση της κυτταρομετρίας ροής έδειξε ότι το εκχύλισμα στεμφύλων 
σταφυλιού αύξησε τα επίπεδα της GSH σημαντικά κατά 22,00 ± 6,2%, 54,00 ± 8,1% 
και 17,00 ± 8,3% στις συγκεντρώσεις των 2,5, 5 και 10 μg/mL αντίστοιχα, συγκριτικά 
με τη χορήγηση μόνο του tBHP (εικόνα 29). Όσον αφορά την επίδραση του 
εκχυλίσματος στην υπεροξείδωση των λιπιδίων, φάνηκε ότι το εκχύλισμα στεμφύλων 
ανέστειλε σημαντικά την επαγόμενη από tBHP αύξηση των επιπέδων των TBARS 
κατά 51,00 ± 12,3%, 52,40 ± 10,4% και 36,70 ± 16,7% στις συγκεντρώσεις των 2,5, 
5, και 10 μg/ml αντίστοιχα (εικόνα 29). Τέλος, το εκχύλισμα μείωσε τις tBHP- 
επαγόμενες αυξήσεις στα πρωτεινικά καρβονύλια κατά 32,00 ± 8,1%, 31,20 ± 4,6%, 
και 24,90 ± 8,4% σε 2,5, 5 και 10 μ g/ml αντιστοίχως (εικόνα 29).
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Εικόνα 28. Επίδραση της χορήγησης του tBHP μόνο του ή μετά την χορήγηση 
εκχυλίσματος στεμφύλων στους δείκτες οξειδωτικού στρες στα κύτταρα C2C12. Τα 
κύτταρα μελετήθηκαν υπό τρεις διαφορετικές συνθήκες: υπό συνθήκες ελέγχου, υπό 
την χορήγηση του tBHP (0,3 mM) για 30 λεπτά, και κάτω από το συνδυασμό 
χορήγησης του εκχυλίσματος σταφυλιού (2,5-10 μ§^1) για 24 ώρες και tBHP (0.3 
mM) για 30 λεπτά. (α) Τα ιστογράμματα που παρουσιάζουν τον αριθμό των 
κυττάρων σε συνάρτηση με το φθορισμό τους (10000 κύτταρα) όπως προκύπτουν 
από την κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση της GSH. Το FL2 αντιπροσωπεύει 
την ανίχνευση του φθορισμού χρησιμοποιώντας 488 και 580 nm ως μήκος κύματος 
διέγερσης και εκπομπής αντιστοίχως. (β) Τα ιστογράμματα που παρουσιάζουν τον 
αριθμό των κυττάρων σε συνάρτηση με το φθορισμό τους (10000 κύτταρα) όπως 
προκύπτουν από την κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση των ROS. Το FL1 
αντιπροσωπεύει την ανίχνευση του φθορισμού χρησιμοποιώντας 488 και 530 nm ως 
μήκος κύματος διέγερσης και εκπομπής αντιστοίχως. Για την μέτρηση των ROS και 
της GSH, τα κύτταρα C2C12 επωάστηκαν με 10 mM DCF-DA και 40 mM mercury 
orange, αντίστοιχα, για 30 λεπτά στους 37oC. Τα κύτταρα στη συνέχεια πλύθηκαν, 
επαναδιαλύθηκαν σε PBS, και αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας κυτταρομετρία ροής, 
όπως περιγράφεται παραπάνω.
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Εικόνα 29. Παρουσιάζεται η επίδραση της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων 
στα επίπεδα των ROS, GSH, TBARS, και Πρωτεϊνικών καρβονυλίων. Τα επίπεδα 
των TBARS και των πρωτεϊνικών καρβονυλίων εκτιμήθηκαν φασματοφωτομετρικά. 
Όλες οι τιμές παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± SEM τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. 
* ρ <0,05: στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τα κύτταρα που 
χορηγήθηκε μόνο tBHP.
2.3.6. Προστατευτικές επιδράσεις του εκχυλίσματος στέμφυλων έναντι του 
οξειδωτικού στρες που προκαλείται από το tBHP στα κύτταρα EA.hy926.
Τα ιστογράμματα της κυτταρομετρίας ροής που υποδεικνύουν τον αριθμό των 
κυττάρων σε σχέση με τα επίπεδα φθορισμού της DCF-DA ή της mercury orange που 
χρησιμοποιούνται για τη χρώση των ROS και GSH αντίστοιχα, για τα κύτταρα 
EA.hy926 μετά την χορήγηση μόνο του παράγοντα tBHP ή και με ακόλουθη 
ανάπτυξη των κυττάρων σε θρεπτικό μέσω που περιείχε εκχύλισμα στεμφύλων 
παρουσιάζονται στις εικόνες 30Α και 30Β αντίστοιχα. Σε αντίθεση σε κύτταρα
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C2C12, το εκχύλισμα δεν επηρέασε τα επίπεδα των ROS στα κύτταρα EA.hy926 σε 
σύγκριση με τα κύτταρα που χορηγήθηκε μόνο ο tBHP (εικόνα 31). Ωστόσο, το 
εκχύλισμα στεμφύλων ανέστειλε σημαντικά την tBHP-επαγόμενη μείωση των 
επιπέδων της GSH κατά 14,3 ± 4,6, 10,1 ± 5,2, και 15,4 ± 3,4% στις συγκεντρώσεις 
0,068, 0,125, και 0,250 μ§^1 (εικόνα 31). Επιπλέον, το εκχύλισμα ανέστειλε 
σημαντικά την tBHP-επαγόμενη αύξηση στα επίπεδα των TBARS κατά 23,3 ± 3,1, 
20,1 ± 1,6, και 17,7 ± 3,4% στα 0,068, 0,125, 0,250 και μ§^1 (εικόνα 31). Όπως και 
στα επίπεδα των TBARS, το εκχύλισμα ανέστειλε σημαντικά την tBHP-επαγόμενη 
αύξηση στα επίπεδα των πρωτεϊνικών καρβονυλίων κατά 41,5 ± 8,3%, 26,2 ± 4,6%, 
και 28,30 ± 7,9% σε 0,068, 0,125, 0,250 και μg/m1, αντιστοίχως (εικόνα 31).
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Εικόνα 30. Επίδραση της χορήγησης του tBHP μόνο του ή μετά την χορήγηση 
εκχυλίσματος στεμφύλων στους δείκτες οξειδωτικού στρες στα κύτταρα EA.hy926. 
Τα κύτταρα μελετήθηκαν υπό τρεις διαφορετικές συνθήκες: υπό συνθήκες ελέγχου, 
υπό την χορήγηση του tBHP (0,3 mM) για 30 λεπτά, και κάτω από το συνδυασμό 
χορήγησης του εκχυλίσματος σταφυλιού (0,068-0,250 μμ/ml) για 24 ώρες και tBHP 
(0,3 mM) για 30 λεπτά. (α) Τα ιστογράμματα που παρουσιάζουν τον αριθμό των 
κυττάρων σε συνάρτηση με το φθορισμό τους (10000 κύτταρα) όπως προκύπτουν 
από την κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση της GSH. Το FL2 αντιπροσωπεύει 
την ανίχνευση του φθορισμού χρησιμοποιώντας 488 και 580 nm ως μήκος κύματος 
διέγερσης και εκπομπής αντιστοίχως. (β) Τα ιστογράμματα που παρουσιάζουν τον 
αριθμό των κυττάρων σε συνάρτηση με το φθορισμό τους (10000 κύτταρα) όπως 
προκύπτουν από την κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση των ROS. Το FL1 
αντιπροσωπεύει την ανίχνευση του φθορισμού χρησιμοποιώντας 488 και 530 nm ως 
μήκος κύματος διέγερσης και εκπομπής αντιστοίχως. Για την μέτρηση των ROS και 
της GSH, τα κύτταρα C2C12 επωάστηκαν με 10 mM DCF-DA και 40 mM mercury 
orange, αντίστοιχα, για 30 λεπτά στους 37oC. Τα κύτταρα στη συνέχεια πλύθηκαν, 
επαναδιαλύθηκαν σε PBS, και αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας κυτταρομετρία ροής, 
όπως περιγράφεται παραπάνω.
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Εικόνα 31. Παρουσιάζεται η επίδραση της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων 
στα επίπεδα των ROS, GSH, TBARS, και πρωτεϊνικών καρβονυλίων. Τα επίπεδα των 
TBARS και των πρωτεϊνικών καρβονυλίων εκτιμήθηκαν με φασματοφωτομετρικά. 
Όλες οι τιμές παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± SEM τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. 
* ρ <0,05: στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τα κύτταρα κύτταρα που 
χορηγήθηκε μόνο tBHP.
2.4. Συζήτηση
Στην παρούσα μελέτη, διερευνήθηκε η πιθανή ενίσχυση των αντιοξειδωτικών 
μηχανισμών μυϊκών και ενδοθηλιακών κυττάρων, έπειτα από την χορήγηση ενός 
εκχυλίσματος στεμφύλων σταφυλιού πλούσιο σε πολυφαινόλες, απουσία ή παρουσία 
ενός παράγοντα που προκαλεί οξειδωτικό στρες. Το εκχύλισμα στεμφύλων 
απομονώθηκε από την ελληνικά σταφύλια Vitis vinifera της τοπικής ποικιλίας
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Μπατίκι Τυρνάβου. Σε μια προηγούμενη μελέτη, είχε προσδιοριστεί η πολυφαινολική 
του σύσταση. Το συγκεκριμένο εκχύλισμα έχει δειχθεί ότι κατέχει ισχυρές 
αντιοξειδωτικές ικανότητες in vitro (Veskoukis et al., 2012).
Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η χορήγηση του συγκεκριμένου εκχυλίσματος 
στεμφύλων χωρίς την παρουσία ενός οξειδωτικό παράγοντα σε μυϊκά κύτταρα 
ενίσχυσε την αντιοξειδωτική άμυνά τους. Συγκεκριμένα, υπήρξε μια 
δοσοεξαρτώμενη μείωση στα συνολικά επίπεδα των ROS εντός των μυϊκών 
κυττάρων. Το γεγονός αυτό υποστηρίχθηκε από τη μείωση των επιπέδων των 
TBARS, ενός δείκτη της λιπιδικής υπεροξείδωσης. Υπήρξε επίσης μείωση στην 
οξείδωση των πρωτεϊνών όπως υποδεικνύεται από τα μειωμένα επίπεδα των 
πρωτεϊνικών καρβονυλίων. Επιπλέον, το εκχύλισμα στεμφύλων επάγει μια αύξηση 
των επιπέδων της GSH, ενός από τα πιο σημαντικά ενδογενή αντιοξειδωτικά μόρια 
(Quintana-Cabrera and Bolanos, 2013). Ως εκ τούτου, η αύξηση στα επίπεδα της 
GSH φαίνεται να είναι ένας από τους μοριακούς μηχανισμούς μέσω τον οποίων το 
εκχύλισμα ασκεί αντιοξειδωτική δράση στα μυϊκά κύτταρα.
Είναι σημαντικό, το γεγονός πως τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η ενίσχυση της 
αντιοξειδωτικής κατάστασης των μυϊκών κυττάρων από το εκχύλισμα στεμφύλων 
ήταν αποτελεσματική για την προστασία από τις δυσμενείς επιπτώσεις στα επίπεδα 
του οξειδωτικού στρες, που προκαλείται από παράγοντα tBHP. Έτσι, όταν ο tBHP 
προστέθηκε στα μυϊκά κύτταρα C2C12 μετά από την επεξεργασία τους με το 
εκχύλισμα στεμφύλων, υπήρξε σημαντική μείωση των ROS, των TBARS, και των 
επίπεδων των πρωτεϊνικών καρβονυλίων σε σύγκριση με τα κύτταρα που προστέθηκε 
μόνο ο tBHP. Μελέτες in vivo έχουν επίσης δείξει ότι εκχυλίσματα στεμφύλων 
μπορούν να μειώνουν το οξειδωτικό στρες στους σκελετικούς μυς. Για παράδειγμα, η
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χορήγηση εκχυλίσματος στεμφύλων μείωσε την υπεροξείδωση των σε σκελετικό μυ 
επίμυων (Pajuelo et al., 2012). Μια άλλη in vivo μελέτη έδειξε επίσης ότι το 
εκχύλισμα γιγάρτων σταφυλιού οδήγησε σε αύξηση της δραστικότητας 
αντιοξειδωτικών ενζύμων στους σκελετικούς μυς διαβητικών επιμύων (Ding et al., 
2013). Επιπλέον, τα παρόντα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα επίπεδα GSH ήταν 
σημαντικά υψηλότερα στα μυϊκά κύτταρα που κατεργάστηκαν με εκχύλισμα 
στεμφύλων πριν από τη χορήγηση του tBHP, σε σύγκριση με τα κύτταρα που 
χορηγήθηκε μόνο ο tBHP. Είναι ενδιαφέρον ότι, τα επίπεδα της γλουταθειόνης στα 
μυϊκά κύτταρα που αναπτύχθηκαν με το εκχύλισμα πριν την χορήγηση του tBHP 
ήταν ακόμη σημαντικά υψηλότερα από εκείνα των κυττάρων ελέγχου. Το εύρημα 
αυτό υπογραμμίζει το καθοριστικό ρόλο των αυξημένων επίπεδων γλουταθειόνης 
στην παρατηρούμενη αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος στεμφύλων στα μυϊκά 
κύτταρα. Αν και αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι τα εκχυλίσματα σταφυλιού 
προστατεύουν από το οξειδωτικό στρες, αυξάνοντας την GSH σε καρδιακό μυ και 
άλλους ιστούς, αυτή είναι η πρώτη εργασία σε μυϊκά κύτταρα C2C12 (Orhan et al., 
2006; Filip et al., 2011).
Επιπλέον, εξετάστηκε η πιθανή αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος 
στεμφύλων τόσο παρουσία όσο και απουσία ενός οξειδωτικού παράγοντα (tBHP) σε 
ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926. Στα ενδοθηλιακά EA.hy926 κύτταρα, η χορήγηση 
του εκχυλίσματος στεμφύλων χωρίς την προσθήκη του οξειδωτικού παράγοντα tBHP 
ενίσχυσε τους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς των κυττάρων. Αν και αυτό ήταν 
παρόμοιο με αυτό που παρατηρήθηκε στα μυϊκά κύτταρα, υπήρχαν κάποιες διαφορές. 
Όπως και στα μυϊκά κύτταρα, το εκχύλισμα σταφυλιού μείωσε σημαντικά τα επίπεδα 
των πρωτεϊνικών καρβονυλίων σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου, υποδεικνύοντας
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μία μείωση στην οξείδωση των πρωτεϊνών. Κι εδώ πάλι φαίνεται ότι η προστατευτική 
δράση του εκχυλίσματος μπορεί να αποδοθεί στη σημαντική αύξηση των επιπέδων 
της GSH σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου. Ωστόσο, στα κύτταρα EA.hy926, σε 
αντίθεση με τα μυϊκά κύτταρα, το εκχύλισμα στεμφύλων δεν μείωσε σημαντικά τα 
επίπεδα των ROS και των TBARS. Αυτή η μικρότερη δράση στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα μπορεί να οφείλεται στις μικρότερες συγκεντρώσεις του εκχυλίσματος που 
χρησιμοποιήθηκαν στα κύτταρα EA.hy926 σε σύγκριση με τα C2C12 κύτταρα.
Επιπλέον, στα ενδοθηλιακά EA.hy926 κύτταρα, η χορήγηση του 
εκχυλίσματος στεμφύλων προστατεύει τα κύτταρα από το tBHP-επαγόμενο 
οξειδωτικό στρες όπως συνέβη και στα μυϊκά κύτταρα. Συγκεκριμένα, στα EA.hy926 
κύτταρα η χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων ανέστειλε σημαντικά την tBHP- 
επαγόμενη αύξηση των TBARS και των πρωτεϊνικών καρβονυλίων. Επίσης, στα 
κύτταρα EA.hy926, παρόμοια με τα μυϊκά κύτταρα, η επαγόμενη από το εκχύλισμα 
αύξηση των επιπέδων της GSH μπορεί να ευθύνεται, εν μέρει τουλάχιστον, για τη 
μείωση του tBHP-επαγόμενου οξειδωτικού στρες. Ωστόσο, η αύξηση της GSH που 
επάγεται από το εκχύλισμα στα κύτταρα EA.hy926 ήταν χαμηλότερη από ότι στα 
μυϊκά κύτταρα C2C12. Αυτή η διαφορά μπορεί να εξηγηθεί από τις μικρότερες 
συγκεντρώσεις του εκχυλίσματος που χρησιμοποιήθηκαν στα EA.hy926 κύτταρα σε 
σύγκριση με τα κύτταρα C2C12. Επιπλέον, το εκχύλισμα στεμφύλων μπορεί να 
ενισχύσει την αντιοξειδωτική κατάσταση μέσω άλλων μηχανισμών, πέρα από την 
αύξηση της GSH, και αυτό μπορεί να διαφέρει μεταξύ των δύο κυτταρικών σειρών. 
Είναι ενδιαφέρον πως μια κλινική μελέτη έδειξε ότι εκχύλισμα γιγάρτων σταφυλιού 
αύξησε τα επίπεδα της ανηγμένης γλουταθειόνης πλάσματος σε ασθενείς με 
σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 με υψηλό καρδιαγγειακό ρίσκο (Kar et al., 2009). Έτσι,
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με βάση τα αποτελέσματα μπορεί να προταθεί η χρήση των εκχυλισμάτων 
στεμφύλων για την πρόληψη του οξειδωτικού στρες που προκαλείται από βλάβη στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα και συνεπώς στο καρδιαγγειακό σύστημα. Μελέτες έχουν 
δείξει ότι χορήγηση εκχυλισμάτων σταφυλιού δρούσε προστατευτικά σε διάφορες 
καρδιαγγειακές δυσλειτουργίες (Bagchi et al., 2003). Επιπλέον, σε άλλες μελέτες, 
εκχυλίσματα γιγάρτων σταφυλιού ανέστειλαν τον παράγοντα νέκρωσης όγκων-α 
(TNF-a) που ευθύνεται για την οξείδωση του DNA σε ανθρώπινα ενδοθηλιακά 
κύτταρα ομφαλίου λώρου (HUVEC), ενώ τα εκχυλίσματα φλούδας και σπόρων 
σταφυλιών ανέστειλαν την αύξηση των ROS που προκαλείται από τη γλυκόζη σε 
πρόδρομα ενδοθηλιακά κύτταρα (Chao et al., 2011; Felice et al., 2012). Οι Feng et al., 
(2010) επίσης ανέφεραν ότι σε ενδοθηλιακά κύτταρα της σειρά HUVEC, το 
εκχύλισμα της φλούδας του σταφυλιού ανέστελλε την επαγόμενη αύξηση των ROS 
από το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) μέσω της ενεργοποίησης του μονοπατιού 
της PI3-kinase/AKT.
Η αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος στεμφύλων σταφυλιού αποδίδεται 
σε μεγάλο βαθμό στο υψηλό πολυφαινολικό περιεχόμενό του. Έτσι, η πολυφαινολική 
σύνθεση του εκχυλίσματος στεμφύλων εκτιμήθηκε και εντοπίστηκαν διάφορες 
κατηγορίες πολυφαινολών όπως φλαβαν-3-όλες, φλαβονόλες, ανθοκυανίνες, 
ανθοκυανίνες, και φαινολικά οξέα. Όλες αυτές οι πολυφαινόλες που εντοπίζονται στο 
συγκεκριμένο εκχύλισμα στεμφύλων έχουν αντιοξειδωτική δράση (Hosu et al., 2013; 
Hribar et al., 2014). Ειδικότερα, οι φλαβανόλες, κατεχίνη και επικατεχίνη, έχουν 
βρεθεί να είναι μεταξύ των φλαβονοειδών με την πιο ισχυρή ικανότητα 
εξουδετέρωσης ελευθέρων ριζών. Η δραστικότητα τους έναντι των ελεύθερων ριζών 
αποδίδεται κυρίως στην χημική τους δομή, ιδιαίτερα στους δύο δακτυλίους
106
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
βενζολίου, Α-δακτυλίου και Β-δακτυλίου (Sang et al., 2014). Η αντιοξειδωτική 
δράση των φλαβανολών αυξάνεται περαιτέρω με την παρουσία της τρι-ύδροξυ δομής 
του D δακτυλίου στη γαλλική-3-επιγαλλοκατεχίνη (EGCG) (Singh et al., 2011). Η 
κερκετίνη έχει τον ίδιο αριθμό ομάδων υδροξυλίου στις ίδιες θέσεις όπως και η 
κατεχίνη αλλά επίσης περιέχει τον 2,3-διπλό δεσμό στον δακτύλιο C και την 4-όξο 
ομάδα. Το πλεονέκτημα αυτό προσδίδει μια δομή με ενισχυμένη αντιοξειδωτική 
δράση σε σύγκριση με το κορεσμένο ετεροκυκλικό δακτύλιο της κατεχίνης. Οι 
ανθοκυανίνες, και ειδικά η κυανιδίνη και η δελφινιδίνη, έχουν επίσης αναφερθεί για 
την ισχυρή ικανότητα εξουδετέρωσης των ελευθέρων ριζών σε πολλές in vitro 
μελέτες (Kahkonen and Heinonen, 2003). Έχει επίσης αναφερθεί ότι οι 
ανθοκυανιδίνες, όπως κυανιδίνη με τον κεντρικό ακόρεστο δακτύλιο ανθοκυανιδίνης 
C, έχουν περίπου την ίδια αντιοξειδωτική δράση με την κερκετίνη (Rice-Evans et al., 
1996). Η βασική δραστική αντιοξειδωτική ουσία των ανθοκυανινών μπορεί να 
αποδοθεί πάλι στην αναγωγική ισχύς της o-διϋδροξυ δομής στο δακτύλιο Β, όπως 
στην κυανιδίνη και στην κερκετίνη (Rice-Evans et al., 1996). Τέλος, η δραστικότητα 
εξουδετέρωσης των ελευθέρων ριζών των πολυφαινολικών οξέων όπως το γαλλικό 
οξύ αποδίδεται κυρίως στις τρεις διαθέσιμες υδροξυλικές ομάδες (Rice-Evans et al., 
1996). Εκτός από την άμεση δράση τους έναντι των ελευθέρων ριζών, οι 
πολυφαινόλες ασκούν αντιοξειδωτική δράση μέσω της διαφοροποίησης των 
μοριακών μηχανισμών των κυττάρων. Για παράδειγμα, η φλαβανόλη EGCG έχει 
δειχθεί ότι μειώνει την κυτταροτοξικότητα που προκαλείται από το Η2Ο2 και αυξάνει 
τα επίπεδα ενζύμων που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες, με αποτέλεσμα μια 
αυξημένη κυτταρική περιεκτικότητα σε ανηγμένη γλουταθειόνη στα HepG2 κύτταρα 
(Murakami et al., 2002). Επιπλέον, η κερκετίνη προστατεύει τα ανθρώπινα 
κερατινοκύτταρα HaCaT από τις υπεριώδεις ακτινοβολίες που προκαλούν οξειδωτικό
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στρες μέσω της αυξημένης έκφρασης των αντιοξειδωτικών γονιδίων που προκαλείται 
από τον μεταγραφικό παράγοντα Nrf2 (Kimura et al., 2009). Επιπλέον, οι 
ανθοκυανιδίνες, κυανιδίνη και δελφινιδίνη, έχουν δειχθεί ότι εμποδίζουν το 
σχηματισμό των ROS σε ανθρώπινα αορτικά λεία μυϊκά αγγειακά κύτταρα μέσω της 
αναστολή της πρωτεϊνικής κινάσης που ενεργοποιείται από μιτογόνο (p38 ΜΑΡΚ) 
και του μονοπατιού του Ν-τελικού άκρου της κινάσης c-Jun (Oak et al., 2006). Τέλος, 
το γαλλικό οξύ έχει αναφερθεί να προστατεύσει τα κύτταρα φεοχρωματοκυττόματος 
αρουραίου PC12 από επαγόμενο οξειδωτικό στρες από καϊνικό οξύ με τη μείωση των 
επιπέδων της COX-2 και της p38 ΜΑΡΚ (Huang et al., 2012).
Συμπερασματικά, τα παρόντα αποτελέσματα δείχνουν ότι η χορήγηση 
εκχυλίσματος στεμφύλων μπορεί να ενισχύσει τους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς 
των μυϊκών και ενδοθηλιακών κυττάρων τόσο με την παρουσία όσο και την απουσία 
ενός παράγοντα που προκαλεί οξειδωτικού στρες. Αυτά τα ευρήματα υποδεικνύουν 
ότι το εκχύλισμα στεμφύλων μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως συμπλήρωμα διατροφής 
ώστε να μειωθούν οι δυσμενείς επιπτώσεις που προκαλούνται από το οξειδωτικό 
στρες που προκαλείται σε αυτά τα κύτταρα. Αξίζει επίσης να αναφέρουμε ότι σε 
αμφότερες τις κυτταρικές σειρές η αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος 
σταφυλιού παρατηρήθηκε σε χαμηλές συγκεντρώσεις (0,068 έως 0,250 μg/ml για τα 
EA.hy926 και 2,5 εώς 10 μg/ml για τα κύτταρα C2C12), ενώ, σε πολλές μελέτες, 
υψηλότερες συγκεντρώσεις που χρησιμοποιούνται δεν έχουν φυσιολογικό νόημα ή 
παρουσιάζουν τοξικότητα.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3
Προσδιορισμός της επίδρασης του εκχυλίσματος 
στέμφυλων σταφυλιού της ποικιλίας Μπατίκι 
Τυρνάβου στην έκφραση και δραστικότητα 
αντιοξειδωτικών ενζύμων στα μυϊκά κύτταρα C2C12 
και στα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926
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3.1. Γενικά
Οι ελεύθερες ρίζες σε έναν οργανισμό μπορεί να δημιουργηθούν εξαιτίας 
διαφόρων παραγόντων ενδογενών και εξωγενών όπως ο αερόβιος μεταβολισμός 
διάφορα ξενοβιοτικά μόρια, φάρμακα, βαρέα μέταλλα και ιονίζουσα και υπεριώδης 
ακτινοβολία. Η παραγωγή των ROS οδηγεί στην δημιουργία ηλεκτρονιόφιλων 
μορίων και καταλήγει στην εμφάνιση οξειδωτικού στρες. Όταν η παραγωγή ROS 
είναι μεγαλύτερη από την κυτταρική αντιοξειδωτική ικανότητα, μπορούν να 
διεγερθούν αλυσιδωτές αντιδράσεις ελευθέρων ριζών οι οποίες στη συνέχεια 
μπορούν να καταστρέψουν, οξειδώνοντας κυτταρικά βιομόρια όπως οι πρωτεΐνες, τα 
λιπίδια και το DNA. Εκτεταμένη οξειδωτική βλάβη βιομορίων έχει συσχετιστεί με 
ασθένειες (Breimer et al., 1990; Meneghini et al., 1997). Οι ROS εμπλέκονται σε 
περισσότερες από 100 ασθένειες όπως η αθηροσκλήρωση, ο καρκίνος, ο διαβήτης και 
η διαταραχή της επαναιμάτωσης (Halliwell & Gutteridge, 1990). Επομένως, τα 
κύτταρα πρέπει συνεχώς να ελέγχουν τα επίπεδα των ROS και να προλαμβάνουν με 
κάποιο τρόπο τη αύξηση της συγκέντρωσής τους.
Έχοντας εξελιχθεί σε αερόβιο περιβάλλον, τα περισσότερα κύτταρα έχουν 
αποκτήσει περίπλοκους μηχανισμούς ενζυμικούς και μη ενζυμικούς για να 
αντιμετωπίσουν την επαγόμενη από ROS τοξικότητα (Valko et al., 2007). Έχουν 
εξελιχθεί οικογένειες γονιδίων ενζύμων με αντιοξειδωτική και αντιτοξική δράση 
αλλά και μεταγραφικοί παράγοντες που ελέγχουν την έκφρασή τους. Ένας τέτοιος 
μεταγραφικός παράγοντας με σημαντικό ρόλο στην έκφραση αντιοξειδωτικών 
ενζύμων είναι ο Nrf2. Ο Nrf2 μπορεί να ενεργοποιήσει την έκφραση μιας πληθώρας 
γονιδίων ανάλογα με τον ιστό και την οξειδοαναγωγική κατάσταση του κυττάρου. Οι 
οικογένειες των ενζύμων τα οποία επάγονται έχουν ταξινομηθεί σε διάφορες
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κατηγορίες: (α) ξενοβιοτικά ένζυμα μεταβολισμού της φάσης II [π.χ. τρανσφεράση 
της γλουταθειόνης (GSTs), UDP-γλυκουρονυλτρανσφεράση (UDPGTs),
N A D ^ H xwU'^ οξειδορεδουκτάσης (NQO1), υδρολάση εποξειδίου (EH), 
αλδεϋδική ρεδουκτάση της αφλατοξίνης B1 (AFAR), οξυγενάση της αίμης 1 (HO -1), 
(β) αντιοξειδωτικά ένζυμα [π.χ. συνθετάση της γ-γλουταμυλ-κυστεΐνης (g-GCS), 
υπεροξειδική δισμουτάση (SOD), καταλάση (CAT), αναγωγάση της γλουταθειόνης 
(GR), αναγωγάση της θειορεδοξίνης (TR)], (γ) μοριακοί συνοδοί/ πρωτεοσωμικά 
συστήματα, (δ) ένζυμα επιδιόρθωσης DNA και (ε) αντι-φλεγμονώδεις πρωτεΐνες (π.χ. 
HO-1, φερριτίνη) (Kwak et al., 2003; Hayes & mcLellan, 1999; Talalay et al., 2003; 
Li et al., 2002; Kelly et al., 2000).
Έχει αναφερθεί και προηγουμένως πως η συμπληρωματική λήψη 
αντιοξειδωτικών μέσω της διατροφής μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να μειώσει τις 
επιβλαβείς επιδράσεις των ελευθέρων ριζών στην ανθρώπινη υγεία (Matthaiou et al., 
2014; Samaras et al., 2014; Kerasioti et al., 2012). Μερικές από τις πιο γνωστές 
τροφές που αποτελούν πηγή αντιοξειδωτικών είναι τα σταφύλια και το κρασί (Bagchi 
et al., 2014). Στο Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζωικών Οργανισμών του Πανεπιστημίου 
Θεσσαλίας έχουν πραγματοποιηθεί διάφορες μελέτες σχετικά με τις αντιοξειδωτικές 
ιδιότητες των σταφυλιών, τα οποία οφείλονται κυρίως στο πολυφαινολικό του 
περιεχόμενο (Apostolou et al., 2013; Spanou et al., 2011; Stagos et al., 2005; 2006; 
2007). Στην μελέτη που προηγήθηκε, δείχθηκε ότι ένα εκχύλισμα στεμφύλων 
σταφυλιών (GPE) πλούσιο σε πολυφαινόλες που προέρχονται από τις φλούδες, τους 
σπόρους και τα κοτσάνια, ένα υποπροϊόν της διαδικασίας οινοποίησης, μείωσε το 
οξειδωτικό στρες σε μυϊκά και ενδοθηλιακά κύτταρα κυρίως μέσω της αύξησης της 
γλουταθειόνης (GSH). Έτσι, στην παρούσα μελέτη, εξετάστηκαν τα αποτελέσματα 
της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων, σταφυλιού τις τοπικής ποικιλίας
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Μπατίκι Τυρνάβου στα επίπεδα και την δραστικότητα ενζύμων τα οποία είναι 
ζωτικής σημασίας για τον μεταβολισμό GSH, όπως η γάμμα-γλουταμυλκυστεινική 
συνθετάση (GCS), και η S-τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST), σε ενδοθηλιακά 
και μυϊκά κύτταρα. Επιπλέον, οι επιδράσεις του εκχυλίσματος στεμφύλων σε άλλα 
κρίσιμα αντιοξειδωτικά ένζυμα, όπως η καταλάση (CAT), η υπεροξειδική 
δισμουτάση (SOD) και η οξυγενάση της αίμης 1 (ΗΟ-1) εξετάστηκαν σε 
ενδοθηλιακά και μυϊκά κύτταρα. Η έρευνα των αποτελεσμάτων της χορήγησης του 
εκχυλίσματος στεμφύλων στα αντιοξειδωτικά ένζυμα σε κυτταρικό επίπεδο μπορεί να 
βοηθήσει στην διαλεύκανση των μοριακών μηχανισμών μέσω των οποίων ασκεί την 
αντιοξειδωτική δράση του. Η κατανόηση αυτών των μηχανισμών παρέχει πολύτιμη 
γνώση που μπορεί να βοηθήσουν στην παρασκευή φυτικών εκχυλισμάτων με στόχο 
να χρησιμοποιηθούν ως συμπληρώματα διατροφής.
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Εικόνα 32. Μονοπάτια μεταγωγής σήματος υπέυθυνα για την ενεργοποίηση του 
μονοπατιού Nrf2/ARE.
3.2. Υλικά και Μέθοδοι
3.2.1. Προετοιμασία του εκχυλίσματος
Το εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού που εξετάστηκε ανήκε στην ποικιλία 
Μπατίκι Τυρνάβου (μια ερυθρή ποικιλία σταφυλιών που καλλιεργούνται στην 
Κεντρική Ελλάδα) του γένους Vitis vinifera. Η απομόνωση του εκχυλίσματος 
διεξήχθη όπως περιγράφηκε προηγουμένως. Εν συντομία, η πρώτη ύλη αποξηράθηκε 
σε ένα σκιερό και καλά αεριζόμενο περιβάλλον και εκχυλίστηκε χρησιμοποιώντας 
αιθανόλη (96%) στους 50 °C για 4 h. Μετά από διήθηση, ο διαλύτης εξατμίστηκε υπό
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ελαττωμένη πίεση, και το υπόλειμμα (δηλαδή το εκχύλισμα) διατηρήθηκε στους -20 
°C μέχρι την περαιτέρω χρήση.
Η πολυφαινολική σύνθεση του εκχυλίσματος προσδιορίστηκε με τη χρήση της 
μεθόδου υγρής χρωματογραφίας / φασματομετρίας μάζας υψηλής ανάλυσης (LC- 
HRMS) όπως έχει αναφερθεί προηγουμένως (Κεφάλαιο 2). Έτσι, το εκχύλισμα 
αποτελείται από φλαβαν-3-όλες (κατεχίνη και επικατεχίνη), ανθοκυανίνες, 
(κυανιδίνη, μαλβιδίνη, δελφινιδίνη και πετουνιδίνη), ανθοκυανίνες (μυρτιλλίνη, 
κουμαρίνη, οενίνη και 3-Ο-γλυκοσίδιο-πεονιδίνης) και φλαβονόλες (κερκετίνη), 
φαινολικά οξέα (γαλλικό οξύ και καφταρικό οξύ). Επιπλέον, η συνολική 
περιεκτικότητα σε πολυφαινολικές (TPC) του εκχυλίσματος εκτιμήθηκε και βρέθηκε 
ίση με 648 mg γαλλικού οξέος ανά g εκχυλίσματος.
3.2.2. Συνθήκες καλλιέργειας κυττάρων
Τα μυϊκά κύτταρα C2C12 ήταν δώρο από τον καθηγητή Κουτσιλιέρη (Εθνικό 
και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα, Ελλάδα) και τα κύτταρα 
EA.hy926 από τον καθηγητή Κουκούλη (Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Λάρισα, 
Ελλάδα). Όλα τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε τροποποιημένο θρεπτικό μέσο 
Dulbecco Eagle (DMEM), που περιέχει 10% (ν/ν) εμβρυϊκό βόειο ορό (FBS), 2 mM 
L-γλουταμίνη, 100 U/ml πενικιλλίνης και 100 U/ml στρεπτομυκίνης (όλα από την 
Gibco, Paisley, UK) σε πλαστικές φλάσκες καλλιέργειας κυττάρων μιας χρήσεως 
στους 37 °C σε 5% διοξείδιο του άνθρακα.
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3.2.3. Κατεργασία των κυττάρων με εκχύλισμα στέμφυλων
Τα κύτταρα C2C12 και EA.hy926 καλλιεργήθηκαν σε φλάσκες καλλιέργειας 
και επωάστηκαν για 24 h. Το θρεπτικό μέσο στη συνέχεια απομακρύνθηκε και 
αντικαταστάθηκε με μέσο χωρίς FBS που περιέχει εκχύλισμα στεμφύλων σε μη- 
κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις (2,5 και 10 μg/ml για τα κύτταρα C2C12 και 0,068 
και 4,250 μμ/ml για τα κύτταρα EA.hy926) και ακολούθησε επώαση για 3, 6, 12, 18 
και 24 h (εικόνα 33). Στην προηγούμενη μελέτη, αποδείχθηκε ότι αυτές οι 
συγκεντρώσεις ήταν μη-κυτταροτοξικές για τα κύτταρα C2C12 και EA.hy926. Μη 
επεξεργασμένα κύτταρα χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες.
Μετά τη χορήγηση του εκχυλίσματος, τα κύτταρα λύθηκαν σε ρυθμιστικό 
διάλυμα ραδιο-ανοσοκαταβύθισης [ρυθμιστικό διάλυμα RIPA, 50 mM Tris-HCl, 150 
mM NaCl, 0,25% SDS, 0,25% δεοξυχολικό νάτριο και 1 mM 
αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (EDTA), ρΗ 8,0] που περιείχε αναστολείς 
πρωτεασών (Complete ™ αναστολείς mini πρωτεασών, Roche, Basel, Switzerland) 
για την παρασκευή του ολικού κυττοσολικού κυτταρολύματος. Τα προϊόντα λύσης 
των κυττάρων στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν στα 16250 g για 20 min στους 4 °C. 
Το υπερκείμενο συλλέχθηκε, και η ποσότητα της πρωτεΐνης, στη συνέχεια 
προσδιορίστηκε χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο Bradford (Sigma-Aldrich Ltd, 
Μόναχο, Γερμανία). Για την παρασκευή του πυρηνικού κυτταρολύματος, τα κύτταρα 
λύθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα λύσης [10 mM 4-(2-υδροξυαιθυλο)-1- 
πιπεραζινοαιθανο σουλφονικό οξύ (HEPES) - υδροξείδιο του καλίου (KOH) ρΗ 7,9,
1,5 mM MgCl2, 10 mM χλωριούχο κάλιο (KCl), 0,5 mM διθειοθρεϊτόλη (DTT) και 
0,5% ΝΡ-40] στο οποίο προστίθενται οι αναστολείς πρωτεασών (Complete ™ mini 
αναστολείς πρωτεασών, Roche). Τα δείγματα στη συνέχεια επωάζονται στον πάγο για 
20 λεπτά και ακολουθείται φυγοκέντρηση στα 16250 g στους 4 °C για 5 λεπτά. Το
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υπερκείμενο συλλέχθηκε, και η ποσότητα της πρωτεΐνης στη συνέχεια 
προσδιορίστηκε χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο Bradford (Sigma-Aldrich Ltd.). 
Τα δείγματα φυλάχθηκαν στους -80 °C μέχρι την περαιτέρω ανάλυση.
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Εικόνα 33. Πειραματικός σχεδιασμός για την μελέτη της επίδρασης του εκχυλίσματος 
στεμφύλων στην πρωτεϊνική έκφραση της υπεροξειδικής δισμουτάσης -1 (SOD-1), 
της καταλάσης (CAT), της οξυγενάσης της αίμης (HO -1) και της συνθετάσης της 
γλουταμυλικής κυστεΐνης (GCS) καθώς και της ενζυμικής δράσης της καταλάσης 
(CAT), της υπεροξειδικής δισμουτάσης (SOD) και της τρανσφεράσης της 
γλουταθειόνης(GST) στα Α) μυϊκά κύτταρα C2C12 και στα Β) ενδοθηλιακά κύτταρα 
EA.hy926. Τα κύτταρα επωάζονται για 24 h σε θρεπτικό υλικό DMEM 
εμπλουτισμένο με 10% σε ορό FBS. Το φαρδύ βέλος συμβολίζει την αλλαγή υλικού 
σε DMEM απουσία ορού FBS και την προσθήκη του εκχυλίσματος στεμφύλων (2,5 
και 10 μ§^1 για τα C2C12 και 0,068 και 0,250 μ § ^  για τα EA.hy926). Το λεπτό 
βέλος συμβολίζει την ολοκλήρωση των πειραμάτων και τη συλλογή των κυττάρων. 
Τα μεγάλα βέλη συμβολίζουν τη χορήγηση του εκχυλίσματος.
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3.2.4. Ανάλυση Western blot για την μελέτη των επιπέδων των SOD, ΗΟ-1, CAT 
και GCS πρωτεϊνών
Προκειμένου να μετρηθούν τα επίπεδα έκφρασης των SOD, ΗΟ-1, CAT και 
GCS, χρησιμοποιήθηκε η ανάλυση στυπώματος Western. Ειδικότερα, κυτοσολικό 
κυτταρόλυμα που περιείχε 50 μμ πρωτεΐνης χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό 
των επιπέδων έκφρασης των SOD, ΗΟ-1 και CAT, ενώ το πυρηνικό κυτταρόλυμα 
που περιέχει 30-50 μg πρωτεΐνης χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό των 
επιπέδων της GCS. Τα κυτταρολύματα διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση πηκτής 
θειικού πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) χρησιμοποιώντας πηκτή πολυακρυλαμιδίου 
8%. Οι πρωτεΐνες στη συνέχεια μεταφέρθηκαν πάνω σε μεμβράνες διφθοριούχου 
πολυβινυλιδενίου (PVDF) (Millipore, Bedford, ΜΑ, USA). Οι μεμβράνες 
επωάστηκαν για μία νύχτα με 5% άπαχο γάλα σε 13 mM Tris/ 150 mM NaCl, ρΗ 7.5, 
που περιέχει 0.2% Tween-20. Στη συνέχεια στις μεμβράνες ανιχνεύτηκαν οι διάφορες 
πρωτεΐνες χρησιμοποιώντας πολυκλωνικό αντίσωμα goat anti-human SOD-1 (1: 
1600, Cat no. sc-8634.) ή πολυκλωνικό αντίσωμα rabbit anti-human GCS (1: 1600, 
Cat. to. sc-28965), και τα δύο από την εταιρία Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
ΤΧ, USA, ή πολυκλωνικό αντίσωμα goat anti-human ΗΟ-1 (1: 1400, Cat. no. 
AF3776) ή πολυκλωνικό αντίσωμα goat anti-human CAT (1: 1400, Cat. no. AF3398), 
από την εταιρία R & D Systems, Minneapolis, ΜΝ, USA, πρωτογενή αντισώματα για 
1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Οι μεμβράνες στη συνέχεια επωάστηκαν με 
δευτερογενές πολυκλωνικό αντίσωμα goat anti-rabbit (1:5000, Cat. no. 31462), ή 
πολυκλωνικό αντίσωμα donkey anti-goat (1:3000, Cat. no. PA1-28659), από την 
εταιρία Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) για 30 min σε θερμοκρασία δωματίου. 
Όλες οι μεμβράνες εκ νέου ανιχνεύθηκαν με πολυκλωνικό αντίσωμα rabbit 4anti­
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human GAPDH (1: 1000, cat. no. PA1-988, Thermo Scientific) για την 
κανονικοποίηση των δεδομένων. Η οπτική πυκνότητα των ζωνών πρωτεΐνης 
μετρήθηκε χρησιμοποιώντας το λογισμικό της Alpha View ποσοτικοποίησης (Alpha 
Innotech, San Leandro, CA, USA). Κάθε πείραμα επαναλήφθηκε 3 φορές.
3.2,5. Προσδιορισμός της δραστικότητας CAT
Ο προσδιορισμός της δραστικότητας της καταλάσης CAT στο κυτοσολικό 
κυτταρόλυμα διεξήχθη με βάση την μέθοδο που περιγράφεται στην μελέτη του Aebi 
(1984). Πιο αναλυτικά η αντίδραση πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 3 ml στο οποίο 
περιέχονται 150 μΐ κυτταροπλασματικού αιωρήματος και 2845 μΐ 67 mM 
ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών καλίου και νατρίου (pH 7,4). Τα δείγματα 
επωάζονται για 10 min στους 37 °C. Πέντε μΐ από διάλυμα Η2Ο2 30% w/v 
προστίθενται στα δείγματα και αμέσως μετράται η μεταβολή της οπτική απορρόφηση 
στα 240 nm (UV) για 1,5 min. Η δραστικότητα του ενζύμου φαίνεται ως η μείωση 
της αρχικής οπτικής απορρόφησης που έχουν τα δείγματα αμέσως μετά την 
προσθήκη του Η2Ο2. Ο μηδενισμός του φασματοφωτόμετρου γίνεται με αέρα. Κάθε 
δείγμα εξετάζεται εις τριπλούν. Η μεταβολή της απορρόφησης βρίσκεται στο 
γραμμικό κομμάτι της αντίδρασης της CAT με το υπόστρωμα (Η2Ο2). Η 
δραστικότητα της καταλάσης υπολογίζεται με βάση τον συντελεστή μοριακής 
απορροφητικότητας του H2O2.
Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως τα Unit ^mol/min) της CAT του δείγματος 
ανά mg της πρωτεΐνης του δείγματος. Η μέτρηση απαιτεί >30μg απόλυτη ποσότητα 
πρωτεΐνης στο προς εξέταση δείγμα. Οι υπολογισμοί γίνονται με βάση τον παρακάτω 
τύπο:
119
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
(ΔΑδείγματος/ιηϊη/40) χ 20 χ 1000 
U CAT/ mg πρωτεΐνης = --------------------- ;----------------------
ΑΔδείγματος/ min: Η μέση τιμή της μεταβολής της απορρόφησης ανά min. 
ε240 Η2Ο2 (M"1cm"1): 40 είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης του H2O2.
Τιμή 20: Ο συντελεστής αραίωσης του αιωρήματος (ντελ.αντίδρασης/ μΐ αιωρήματος 
[3000 μΐ /150 μ1]).
Τιμή 1000: Για την μετατροπή mol/l σε μmol/ml.
Cδ: Η συγκέντρωση mg/ml της πρωτεΐνης που προσδιορίστηκε μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford.
3.2.6. Προσδιορισμός της δραστικότητας της GST
Ο προσδιορισμός της δραστικότητας της GST στο κυτοσολικό κυτταρόλυμα 
βασίστηκε στη μέθοδο των Habig et al. (1974). Πιο αναλυτικά, αναμιγνύονται 920 μΐ 
ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (100 mM, pH 7,4) με 50 μΐ GSH (1 mM) και 
20 μΐ CDNB και τα δείγματα επωάζονται για 5 min στους 30 °C. Στη συνέχεια 
ακολουθεί προσθήκη 10 μΐ του κυτοσολικού κυτταρολύματος και μέτρηση της 
μεταβολής της απορρόφησης στα 340 nm για 5 min. Τα δείγματα που δεν περιέχουν 
το κυτοσολικό κυτταρόλυμα αποτελούν το τυφλό. Ο μηδενισμός του 
φασματοφωτομέτρου πραγματοποιείται με το τυφλό. Κάθε δείγμα εξετάζεται εις 
τριπλούν. Η μεταβολή της απορρόφησης βρίσκεται στο γραμμικό κομμάτι της 
αντίδρασης της GST με το υπόστρωμα (CDNB). Η δραστικότητα της GST 
υπολογίζεται με βάση τον συντελεστή μοριακής απορροφητικότητας του CDNB.
120
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:31:05 EET - 137.108.70.7
Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως τα Unit της GST του δείγματος ανά mg της 
πρωτεΐνης του δείγματος. Η μέτρηση απαιτεί >10ig απόλυτη ποσότητα πρωτεΐνης 
στο προς εξέταση δείγμα. Οι υπολογισμοί γίνονται με βάση τον παρακάτω τύπο:
(Δ Α δ ε ίγμ α το ς/m in/ 0.0096) χ100 
U  G S T /  m g π ρω τεΐνης =  -----------------------— — ------------------------
V—- U
ΑΔδείγματος/min: Η μέση τιμή της μεταβολής της απορρόφησης ανά min. 
e2¥0CDNB (pM^cm-1): 0.0096 είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης του CDNB. 
Τιμή 100: Ο συντελεστής αραίωσης του αιωρήματος (ντελ.αντίδρασης/ μΐ 
αιωρήματος [1000 μΐ /10 μΐ]).
Cδ: Η συγκέντρωση mg/ml της πρωτεΐνης που προσδιορίστηκε μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford.
3.2.7. Προσδιορισμός της δραστικότητας SOD
Ο προσδιορισμός της δραστικότητας της SOD στα δείγματα βασίστηκε στη 
μέθοδο του νιτροτετραζολιακού άλατος (NBT) σύμφωνα με τους Oberly & Spitz 
(1984). Πιο αναλυτικά, 800 μΐ SOD buffer (1 mM DETAPAC σε 0,05 M potassium 
phosphate buffer (pH 7,8); 1 U καταλάσης; 5,6*10"5 M NBT; 10"4 M ξανθίνης) 
αναμιγνύονται με 200 μΐ 0.05M potassium phosphate buffer. Στη συνέχεια 
μεταφέρονται σε κυψελίδα και γίνεται μηδενισμός του φασματοφωτομέτρου. Έπειτα 
στην κυψελίδα προστίθενται ~60 mU οξειδάσης της ξανθίνης και μετράται η 
μεταβολή στην απορρόφηση για 3,5 min στα 560 nm. Ο ρυθμός αύξησης της 
απορρόφησης καταγράφεται και χρησιμοποιείται ως ο ρυθμός του μάρτυρα (control 
rate). Στη συνέχεια 200 μΐ του ολικού κυτταρολύματος προστίθενται σε 800 μΐ SOD
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buffer και γίνεται μηδενισμός του φασματοφωτομέτρου. Στη συνέχεια προστίθενται 
~60 mU οξειδάσης της ξανθίνης και μετράται η μεταβολή στην απορρόφηση για 3,5 
min στα 560 nm Κάθε δείγμα εξετάζεται εις τριπλούν. Η μέτρηση απαιτεί >10μg 
απόλυτης ποσότητας πρωτεΐνης στο προς εξέταση δείγμα.
Το ποσοστό αναστολής υπολογίζεται ως εξής:
(contro l rate -  sam ple rate) / control rate x 100.
%  αναστολή =  ----------------------------------------------------------------------------
C6
Control rate: Ο ρυθμός μεταβολής της απορρόφησης του μάρτυρα ανά λεπτό.
Sample rate: Ο ρυθμός μεταβολής της απορρόφησης του δείγματος ανά λεπτό.
Cδ: Η συγκέντρωση mg/ml της πρωτεΐνης που προσδιορίστηκε μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford.
Η δραστικότητα SOD εξετάστηκε σε τουλάχιστον 3 διαφορετικά προϊόντα λύσεως 
(κάθε προϊόν λύσης μετρήθηκε εις τριπλούν).
3.2.8. Στατιστική ανάλυση
Όλα τα αποτελέσματα εκφράζονται ως οι μέσες ± SD. Για στατιστική 
ανάλυση, εφαρμόστηκε μονόδρομη ανάλυση ANOVA κι ακολουθήθηκε το Tukey 
τεστ για πολλαπλές συγκρίσεις κατά ζεύγη. Οι διαφορές θεωρήθηκαν στατιστικά 
σημαντικές σε Ρ <0,05. Όλες οι στατιστικές αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με τη 
χρήση του λογισμικού SPSS (έκδοση 14.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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3.3. Αποτελέσματα
3.3.1. Ανάλυση Western blot για τον έλεγχο των επιπέδων των ένζυμων SOD, 
ΗΟ-1, CAT και GCS
Προκειμένου να εξεταστούν οι επιδράσεις της χορήγησης του εκχυλίσματος 
στεμφύλων στα επίπεδα έκφρασης αντιοξειδωτικών ενζύμων (δηλαδή, SOD, ΗΟ -1, 
CAT και GCS), τα μυϊκά κύτταρα C2C12 επωάστηκαν με το εκχύλισμα σε 
συγκεντρώσεις των 2,5 και 10 μg/mL Τα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926 
επωάστηκαν με το εκχύλισμα σε συγκεντρώσεις 0,068 και 0,250 μg/ml.
Η χορήγηση του εκχυλίσματος στη συγκέντρωση των 2,5 μg/ml αύξησε 
σημαντικά τα επίπεδα έκφρασης της GCS κατά 24,2 και 16,3% στις 18 και 24 ώρες, 
αντίστοιχα σε σύγκριση με την κατάσταση έλεγχου στο κυτοσολικό κυτταρόλυμα 
των κυττάρων C2C12 (Εικόνα 34Α). Ωστόσο, η χορήγηση του εκχυλίσματος στη 
συγκέντρωση των 10 μg/ml αύξησε σημαντικά τα επίπεδα της GCS στα κύτταρα 
C2C12 κατά 18,0, 20,3 και 26,1% στις 12, 18 και 24 ώρες επώασης, αντίστοιχα σε 
σύγκριση με την κατάσταση έλεγχου (Εικόνα 34Α). Στα ενδοθηλιακά κύτταρα 
EA.hy926, η χορήγηση του εκχυλίσματος στη συγκέντρωση των 0,068 μg/ml αύξησε 
σημαντικά τα επίπεδα της GCS κατά 14% στις 24 ώρες επώασης, ενώ η χορήγηση 
του εκχυλίσματος στη συγκέντρωση των 0,250 μμ/ml οδήγησε σε σημαντική αύξηση 
κατά 16,2% στις 18 ώρες και 21,3% στις 24 ώρες επώασης σε σύγκριση με την 
κατάσταση έλεγχου (Εικόνα 35Α).
Επιπλέον, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η καλλιέργεια των κυττάρων C2C12 
με το εκχύλισμα στη συγκέντρωση των 2,5 μg/ml μείωσε σημαντικά τα επίπεδα 
έκφρασης της CAT κατά 20,4, 21,3, 29,2 και 31,5% στις 6, 12, 18 και 24 ώρες
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καλλιέργειας, αντίστοιχα, ενώ η χορήγηση του εκχυλίσματος στη συγκέντρωση των 
10 ig/ml ελάττωσε τα επίπεδα της CAT κατά 20,7, 22,5, 30,3 και 32,3% στις 6, 12, 
18 και 24 ώρες καλλιέργειας, αντίστοιχα, σε σύγκριση με την κατάσταση ελέγχου στο 
κυττοσολικό κυτταρόλυμα των κυττάρων C2C12 (Εικόνα 34Β). Ωστόσο, στα 
κύτταρα EA.hy926, η χορήγηση του εκχυλίσματος δεν επηρέασε σημαντικά την 
έκφραση της CAT σε οποιαδήποτε συγκέντρωση που χρησιμοποιήθηκε (Εικόνα 35 
Β).
Επιπλέον, τα αποτελέσματα αποκάλυψαν ότι καμία από τις συγκεντρώσεις 
του εκχυλίσματος που χρησιμοποιήθηκαν δεν επηρέασαν σημαντικά την έκφραση της 
SOD σε οποιοδήποτε χρονικό σημείο στο κυττοσολικό κυτταρόλυμα των κυττάρων 
C2C12 σε σύγκριση με την κατάσταση ελέγχου (Εικόνα 34C). Παρόμοια 
αποτελέσματα παρατηρήθηκαν στα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926 (Εικόνα 35C).
Όπως παρατηρήθηκε στην έκφραση της SOD, η χορήγηση του εκχυλίσματος 
δεν μετέβαλλε σημαντικά τα επίπεδα της έκφρασης της ΗΟ-1 σε οποιαδήποτε 
εξεταζόμενη συγκέντρωση και σε οποιοδήποτε χρονικό σημείο σε σύγκριση με την 
κατάσταση ελέγχου των συνολικών κυττοσολικών κυτταρολυμάτων αμφοτέρων των 
C2C12 (Εικόνα 34 D) και EA.hy926 κυττάρων (Εικόνα 35D).
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Εικόνα 34. Αντιπροσωπευτικά στυπώματα Western που δείχνουν τα αποτελέσματα 
της επίδρασης του εκχυλίσματος στεμφύλων (GPE) στην έκφραση της (Α) 
συνθετάσης της γ-γλουταμυλκυστείνης (GCS), (Β) καταλάσης (CAT), (C) 
υπεροξειδικής δισμουτάσης (SOD) και (D) οξυγονάσης της αίμης 1 (ΗΟ-1) σε μυϊκά 
κύτταρα C2C12. Τα αποτελέσματα του ποσοτικού προσδιορισμού για 
κανονικοποίηση όλων των ενζύμων παρουσιάζονται επίσης. Τα κύτταρα επωάστηκαν 
με GPE στις συγκεντρώσεις των 2,5 και 10 μg/ml για 3, 6, 12, 18 και 24 ώρες. Η 
έκφραση του GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως έλεγχος φόρτωσης για κανονικοποίηση. * 
Ρ <0,05, στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τον μάρτυρα (μη
επεξεργασμένα κύτταρα). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± SEM.
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Control 3h 6h 12 h 18h 24 h Control 3h 6h 12h 18h 24h
Εικόνα 35. Αντιπροσωπευτικά στυπώματα Western που δείχνουν τα αποτελέσματα 
της επίδρασης του εκχυλίσματος στεμφύλων (GPE) στην έκφραση της (Α) 
συνθετάσης της γ-γλουταμυλκυστείνης (GCS), (Β) καταλάσης (CAT), (C) 
υπεροξειδικής δισμουτάσης (SOD) και (D) οξυγονάσης της αίμης 1 (ΗΟ-1) σε 
ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926. Τα αποτελέσματα του ποσοτικού προσδιορισμού 
για κανονικοποίηση όλων των ενζύμων παρουσιάζονται επίσης. Τα κύτταρα 
επωάστηκαν με GPE στις συγκεντρώσεις των 2,5 και 10 μg/ml για 3, 6, 12, 18 και 24 
ώρες. Η έκφραση του GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως έλεγχος φόρτωσης για 
κανονικοποίηση. * Ρ <0,05, στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τον 
μάρτυρα (μη επεξεργασμένα κύτταρα). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος 
όρος ± SEM.
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3.3.2. Αξιολόγηση της δραστικότητας της GST
Στα C2C12 μυϊκά κύτταρα, η χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων σε 
συγκέντρωση 2,5 ig/ml αύξησε σημαντικά τη δραστικότητα της GST στις 18 και 24 
ώρες κατά 27,7 και 36,0%, αντίστοιχα, ενώ η χορήγηση του εκχυλίσματος σε 
συγκέντρωση 10 μg/ml αύξησε σημαντικά τη δραστικότητα της GST κατά 37,7 και 
59,0% στις 18 και 24 ώρες επώασης, αντίστοιχα σε σύγκριση με την κατάσταση 
ελέγχου (εικόνα 36Α).
Στα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926, η χορήγηση του εκχυλίσματος 
στεμφύλων σε συγκέντρωση 0,068 μg/ml αύξησε σημαντικά τη δραστικότητα της 
GST στις 24 ώρες κατά 16,3%, ενώ η χορήγηση του εκχυλίσματος σε συγκέντρωση 
των 0,250 μg/ml αύξησε τη δραστικότητα της GST κατά 23,3 και 28,1% στις 18 και 
24 ώρες, αντίστοιχα σε σχέση με την κατάσταση ελέγχου (εικόνα 37Α).
3.3.3. Αξιολόγηση της δραστικότητας της CAT
Στα C2C12 μυϊκά κύτταρα, η χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων σε 
συγκέντρωση 2,5 μg/ml ελάττωσε σημαντικά την δραστικότητα της CAT κατά 12,7,
14,5 και 19,5% στις 12, 18 και 24 ώρες, αντίστοιχα σε σύγκριση με τον μάρτυρα 
(εικόνα 36Β), ενώ η χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων σε συγκέντρωση 10 
μg/ml ελάττωσε τη δραστικότητα της CAT κατά 8,3, 21,0 και 26,1% στις 12, 18 και 
24 ώρες, αντίστοιχα σε σύγκριση με το μάρτυρα (εικόνα 36Β).
Στα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926, η χορήγηση του εκχυλίσματος 
στεμφύλων σε συγκεντρώσεις των 0,068 και 0,250 μg/ml δεν επηρέασε σημαντικά τη 
δραστικότητα της CAT σε οποιοδήποτε χρονική στιγμή σε σύγκριση με τον μάρτυρα 
(εικόνα 37Β).
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3.3.4. Αξιολόγηση της δραστικότητας της SOD
Στα μυϊκά κύτταρα C2C12, η χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων δεν 
επηρέασε σημαντικά την δραστικότητα της SOD σε οποιαδήποτε συγκέντρωση που 
χρησιμοποιήθηκε σε οποιαδήποτε χρονική στιγμή σε σύγκριση με τον μάρτυρα 
(εικόνα 36C). Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα (εικόνα 37C).
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Εικόνα 36. Επίδραση του εκχυλίσματος στεμφύλων (GPE) στην ενζυμική 
δραστικότητα της (Α) S-τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST), (Β) καταλάσης 
(CAT) και (C) υπεροξειδικής δισμουτάσης (SOD) σε μυϊκά κύτταρα C2C12. Τα 
κύτταρα επωάστηκαν με GPE σε συγκεντρώσεις 2,5 και 10 μg/ml για 3, 6, 12, 18 και 
24 ώρες. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως εκατοστιαίο ποσοστό των τιμών του 
μάρτυρα. * Ρ <0,05, στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τον μάρτυρα (μη 
επεξεργασμένα κύτταρα). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσο ± S EM.
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Εικόνα 37. Επίδραση του εκχυλίσματος στεμφύλων (GPE) στην ενζυμική 
δραστικότητα της (Α) S-τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST), (Β) καταλάσης 
(CAT) και (C) υπεροξειδικής δισμουτάσης (SOD) σε ενδοθηλιακά κύτταρα 
EA.hy926. Τα κύτταρα επωάστηκαν με GPE σε συγκεντρώσεις 2,5 και 10 ig/ml για 
3, 6, 12, 18 και 24 ώρες. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως εκατοστιαίο ποσοστό των 
τιμών του μάρτυρα. * Ρ <0,05, στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τον 
μάρτυρα (μη επεξεργασμένα κύτταρα). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσο ± 
SEM.
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3.4. Συζήτηση
Στην μελέτη που προηγήθηκε, δείχθηκε ότι η χορήγηση του εκχυλίσματος 
στεμφύλων μείωσε το οξειδωτικό στρες σε ενδοθηλιακά και μυϊκά κύτταρα. Στην 
παρούσα μελέτη, ο σκοπός ήταν η διερεύνηση των μηχανισμών μέσω των οποίων 
ασκούνται αυτές οι αντιοξειδωτικές επιδράσεις του εκχυλίσματος. Τα αποτελέσματα 
της χορήγησης του εκχυλίσματος στεμφύλων σε αντιοξειδωτικά ένζυμα 
αξιολογήθηκαν στα ενδοθηλιακά EA.hy926 και στα μυϊκά C2C12 κύτταρα. Θα 
πρέπει να σημειωθεί ότι οι συγκεντρώσεις του εκχυλίσματος που χρησιμοποιήθηκαν 
ήταν μη κυτταροτοξικές και πολύ χαμηλές, σε αντίθεση με αρκετές μελέτες για 
αντιοξειδωτικές ενώσεις, όπου οι υψηλές συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν, 
είναι δύσκολο να επιτευχθούν στον ανθρώπινο οργανισμό ή εμφανίζουν τοξικότητα.
Η γλουταθειόνη, είναι ένα τριπεπτίδιο που αποτελείται από γλυκίνη, κυστεϊνη 
και γλουταμικό οξύ, και αποτελεί ένα από τα πιο κρίσιμα αντιοξειδωτικά μόρια στα 
κύτταρα και εμπλέκεται στην αποτοξίνωση ενός αριθμού ξενοβιοτικών και των ROS 
είτε μέσω του σχηματισμού S-συζεύξεων ή χρησιμεύοντας ως ένας δότης 
ηλεκτρονίων από την ομάδα σουλφυδρυλίου της (-SH) (Aquilano et al., 2014). 
Σύζευξη με GSH μπορεί να συμβεί τόσο ενζυμικά όσο και μη-ενζυμικά. Σε 
ανθρώπινους οργανισμούς, υπάρχουν 3 κύρια ένζυμα που εμπλέκονται στις δράσεις 
της GSH: η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx), η οποία διασπά το Η2Ο2 που 
παράγεται κατά τη διάρκεια του κυτταρικού μεταβολισμού (Aquilano et al., 2014), η 
τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST), η οποία συζευγνύει τη γλουταθειόνη με 
διάφορες ξενοβιοτικές ουσίες με σκοπό την αποτοξίνωσή τους (Aquilano et al., 
2014), και τη ρεδουκτάση της γλουταθειόνης (GRX), η οποία ελέγχει το 
οξειδοαναγωγικό κυτταρικό περιβάλλον (Lu and Holmgren, 2014). Στην 
προηγούμενη μελέτη, δείχθηκε ότι η χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων αύξησε
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τα επίπεδα της GSH σε κύτταρα EA.hy926 και C2C12 είτε υπό φυσιολογικές 
συνθήκες ή υπό συνθήκες οξειδωτικού στρες. Αυτή η αύξηση στα επίπεδα της GSH 
εξηγείται από την επαγόμενη από το εκχύλισμα αύξηση στην έκφραση του ενζύμου 
GCS στα κύτταρα EA.hy926 και C2C12. Η GCS είναι το πρώτο ένζυμο στη 
βιοσυνθετική οδό της GSH και, κατά συνέπεια, είναι κρίσιμο για την επιβίωση των 
κυττάρων (Dalton et al., 2004). Έχει επίσης αναφερθεί ότι τα φλαβονοειδή αυξάνουν 
τα ενδοκυτταρικά επίπεδα της γλουταθειόνης με ^α^-ενεργοποίηση του υποκινητή 
της καταλυτικής υπομονάδας της GCS (Myhrstad et al., 2002). Η σημασία της GSH 
για την αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος στεμφύλων υποστηρίζεται επίσης 
από την επαγόμενη από το εκχύλισμα αύξηση στη δραστικότητα της GST. Η GST 
επάγεται υπό συνθήκες οξειδωτικού στρες και εμπλέκεται στην αποτοξίνωση των 
οργανικών εποξειδίων, υδροϋπεροξειδίων και ακόρεστων αλδεϋδών που 
σχηματίζονται κυρίως μετά την υπεροξείδωση των λιπιδίων (Ferna ndez-Iglesias et al., 
2014). Η GST αποτοξινώνει τα προϊόντα αυτά μέσω της σύζευξή τους με την GSH. 
Σημειώνεται, ότι η προηγούμενη μελέτη (Κεφάλαιο 2) έδειξε ότι το εκχύλισμα 
στεμφύλων μείωσε τα προϊόντα υπεροξείδωσης των λιπιδίων στα κύτταρα C2C12 και 
EAhy.926. Κατά συνέπεια, αυτό το αποτέλεσμα μπορεί να αποδοθεί στην επαγόμενη 
από το εκχύλισμα αύξηση στη δραστικότητα της GST. Η αύξηση της δραστικότητας 
της GST μπορεί να οδηγήσει σε μείωση των επιπέδων της GSH (Ferna ndez-Iglesias 
et al., 2014). Ωστόσο, φαίνεται ότι η επαγόμενη από εκχύλισμα αύξηση στα επίπεδα 
της GCS οδήγησε σε de novo σύνθεση της GSH που παρεμποδίζεται η μείωση των 
επιπέδων της GSH που προκαλούνται από τη δραστικότητα της GST.
Με βάση τα προαναφερθέντα ευρήματα, μπορεί να συναχθεί ότι τα 
συστήματα της GSH παίζουν κρίσιμο ρόλο στις αντιοξειδωτικές επιδράσεις που 
ασκούνται από εκχύλισμα στεμφύλων στα ενδοθηλιακά και μυϊκά κύτταρα. Επιπλέον,
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διάφορες μελέτες που διεξήχθησαν in vivo, χρησιμοποιώντας καλλιέργειες κυττάρων 
έχουν δείξει ότι τα εκχυλίσματα γιγάρτων σταφυλιού ασκούν αντιοξειδωτικές 
επιδράσεις μέσω της επαγωγής των συστημάτων της GSH σε μεγάλη ποικιλία ιστών 
και οργάνων, όπως το ήπαρ, τα νεφρά, την καρδιά, το δέρμα, το πάγκρεας, το αίμα 
και ο εγκέφαλος (Ferna ndez-Iglesias et al., 2014; Filip et al., 2011; Janiques et al., 
2014; Zhen et al., 2014; Yousef et al., 2009; Zhang and Hu, 2012; Saada et al., 2009). 
Παρά το γεγονός ότι ένας μεγάλος αριθμός μελετών έχουν δείξει ότι εκχυλίσματα 
από γίγαρτα σταφυλιού ενισχύουν τα επίπεδα της GSH, υπάρχουν μόνο λίγες 
διαθέσιμες μελέτες που έχουν χρησιμοποιήσει εκχυλίσματα στεμφύλων (Fernandez- 
Iglesias et al., 2014; Zhen et al., 2014; Lakshmi et al., 2013; Chen et al., 2015; Song 
et al., 2013; Song et al., 2015; Choi et al., 2010; Chidambara et al., 2002). Τα 
αποτελέσματά μας παρέχουν περαιτέρω αποδείξεις ότι τα εκχυλίσματα σταφυλιού, σε 
γενικές γραμμές, δρουν ως αντιοξειδωτικά, μέσω της διαφοροποίησης των 
συστημάτων της GSH.
Το εκχύλισμα στεμφύλων δεν φαίνεται να ασκεί την αντιοξειδωτική δράση 
του μέσω της διαφοροποίησης των επιπέδων, των άλλων αντιοξειδωτικών ενζύμων 
που μελετήθηκαν (π.χ., CAT, SOD και ΗΟ -1 ένζυμα). Η SOD μετατρέπει τις ρίζες 
του O2·- που παράγεται κατά τη διάρκεια του οξειδωτικού στρες σε Η2Ο2 (Fridovich 
et al., 2011). Το H2O2 μπορεί να μετατραπεί σε επιβλαβή ROS, αλλά μπορεί να 
μετατραπεί σε νερό και οξυγόνο με τη δράση της CAT (Kodydkova et al., 2014). Σε 
αυτή τη μελέτη, η χορήγηση του εκχυλίσματος στεμφύλων μείωσε τόσο την έκφραση 
όσο και τη δραστικότητα του ενζύμου CAT σε μυϊκά κύτταρα, ενώ στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα, δεν είχε κανένα αποτέλεσμα. Το εκχύλισμα στεμφύλων δεν επηρέασε την 
έκφραση ή τη δραστηριότητα της SOD στα κύτταρα EA.hy926 και C2C12. Το 
γεγονός ότι το εκχύλισμα δεν είχε καμία επίδραση (ή ακόμη και μείωση), στην
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έκφραση και στη δραστικότητα της CAT και της SOD μπορεί να εξηγηθεί από την 
ικανότητά του να ενισχύσει άλλους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς, όπως της GSH, 
μέσω της αύξησης των επιπέδων της GCS και της δραστικότητας της GST. Παρόμοια 
με τα αποτελέσματά μας, άλλες μελέτες έχουν αναφέρει ότι τα εκχυλίσματα 
σταφυλιού δεν επηρεάζουν τα ένζυμα CAT και SOD (Ferna ndez-Iglesias et al., 2014; 
Yang et al., 2014). Ωστόσο, η χορήγηση εκχυλίσματος στεμφύλων σε αρουραίους 
έχει αποδειχθεί ότι αυξάνει την δραστικότητα της CAT και της SOD στο ήπαρ και 
τους νεφρούς (Lakshmi et al., 2013). Επιπλέον, τα εκχυλίσματα γιγάρτων σταφυλιού 
έχει αποδειχθεί ότι αυξάνουν τη δραστικότητα της CAT και της SOD σε διάφορους 
ιστούς (Filip et al., 2011; Saada et al., 2009). Αυτές οι διαφορές μεταξύ των 
αποτελεσμάτων των διαφόρων μελετών μπορούν να αποδοθούν στους διαφορετικούς 
ιστούς που μελετούνται, καθώς και στη διαφορετική χημική σύνθεση των 
εξετασθέντων εκχυλισμάτων. Επιπλέον ο Yang et al. (2014) ανέφερε ότι οι 
επιπτώσεις του εκχυλίσματος γιγάρτων σταφυλιού στη δραστικότητα της CAT και 
της SOD σε ευκαρυωτικά κύτταρα εξαρτάται από την παρουσία ή την απουσία του 
ερεθίσματος οξειδωτικού στρες και προκαλείται μέσω του μονοπατιού 
σηματοδότησης της εξωκυτταρικού σήματος ρυθμιζόμενης κινάσης 1/2 (ERK 1/2).
Η ΗΟ -1 θεωρείται επίσης ένα σημαντικό αντιοξειδωτικό ένζυμο (Son et al., 
2013). Η ΗΟ-1 είναι μια πανταχού παρούσα κυτταρική πρωτεΐνη επαγώγιμη από 
συνθήκες στρες και είναι το περιοριστικό ένζυμο στον καταβολισμό της αίμης προς 
βιλιβερδίνη, ελεύθερο σίδηρο και μονοξείδιο του άνθρακα. Η βιλιβερδίνη 
μετατρέπεται ταχέως στο ισχυρό αντιοξειδωτικό μόριο, χολερυθρίνη, η οποία στη 
συνέχεια μετατρέπεται πάλι σε βιλιβερδίνη μέσω της αντίδρασής της με ROS, που 
οδηγεί σε εξουδετέρωση τους (Son et al., 2013). Σε αυτή τη μελέτη, η χορήγηση του 
εκχυλίσματος στεμφύλων δεν επηρέασε την έκφραση της HO-1 στα ενδοθηλιακά και
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μυϊκά κύτταρα. Έτσι, οι αντιοξειδωτικές επιδράσεις του GPE δεν φαίνεται να 
προκαλούνται μέσω της δραστικότητας της ΗΟ-1. Παρόμοια με τα αποτελέσματά 
μας, σε μια προηγούμενη μελέτη, ένα εκχύλισμα γιγάρτων σταφυλιών πλούσιο σε 
προκυανιδίνες δεν ήταν σε θέση να αυξήσει την έκφραση της ΗΟ -1 σε κύτταρα του 
ήπατος (HepG2), αν και ενεργοποίησε το μονοπάτι σηματοδότησης του πυρηνικού 
μεταγραφικού παράγοντα Nrf2 / αντιοξειδωτικό στοιχείου απόκρισης (ARE) (Bak et 
al., 2012). Το μονοπάτι Nrf2 / ARE είναι η κύρια οδός σηματοδότησης που ρυθμίζει 
την έκφραση της ΗΟ-1 (Jeong et al., 2006). Σε μια άλλη μελέτη, η χορήγηση 
εκχυλίσματος σταφυλιού σε ποντικούς αύξησε τα επίπεδα έκφρασης της ΗΟ -1 μέσω 
ενεργοποίησης του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2 στους όρχεις (Li et al., 2015). 
Ωστόσο, αυτό το εκχύλισμα από γίγαρτα σταφυλιού ήταν ιδιαίτερα πλούσιο σε 
προανθοκυανιδίνες. Επιπλέον, η ρεσβερατρόλη, μία από τις κύριες πολυφαινόλες που 
υπάρχουν στα εκχυλίσματα στεμφύλων, έχει αποδειχθεί ότι αυξάνει την 
δραστικότητα της ΗΟ-1 σε νευρικά κύτταρα ποντικού (Sakata et al., 2010).
Εν κατακλείδι, τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης έδειξαν ότι η χορήγηση 
του εκχυλίσματος στεμφύλων ασκεί αντιοξειδωτική δράση στα ενδοθηλιακά κύτταρα 
και κυρίως στα μυϊκά κύτταρα μέσω της επαγωγής των ενζύμων GCS και GST. Τα 
αποτελέσματα αυτά, μαζί με εκείνα της προηγούμενης μελέτης, δείχνουν ότι το 
εκχύλισμα αυξάνει τα επίπεδα της γλουταθειόνης στα κύτταρα EA.hy926 και C2C12, 
γεγονός που υποδηλώνει τον κρίσιμο ρόλο των συστημάτων της γλουταθειόνης στην 
αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος στεμφύλων. Έτσι, το εκχύλισμα στεμφύλων 
μπορεί να αποδειχθεί αποτελεσματικό για χρήση ως συμπλήρωμα διατροφής για την 
αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες που προκαλείται από παθολογικές συνθήκες στο 
καρδιαγγειακό και σκελετικό μυϊκό σύστημα, ιδίως σε εκείνες που συνδέονται με 
χαμηλά επίπεδα GSH. Αν και υπάρχουν πολλές μελέτες που δείχνουν ότι τα
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εκχυλίσματα από γίγαρτα σταφυλιού προστατεύουν το καρδιαγγειακό και το μυϊκό 
σύστημα από τη βλάβη που προκαλείται από ROS, υπάρχουν μόνο λίγες μελέτες 
χρησιμοποιώντας εκχυλίσματα στεμφύλων (Saada et al., 2009; Luzak et al., 2014; 
Luan et al., 2014; Milenkovic et al., 2014; Badavi et al., 2013; Pajuelo et al., 2011; 
Ding et al., 2013; Pajuelo et al., 2011; Diaz et al., 1997; Rodriguez-Rodriguez et al., 
2012). Φυσικά, οι in vivo μελέτες απαιτούνται, επίσης, για να επιβεβαιωθούν τα 
παραπάνω ευρήματα.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4
Η  πολυφαινολική σύσταση εκχυλισμάτων βοστρύχων 
επηρεάζει την αντιομειδωτική τους δράση σε μυϊκά και
ενδοθηλιακά κύτταρα
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4.1. Γενικά
Οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS) είναι χημικά αντιδραστικά μόρια που 
περιέχουν οξυγόνο. Στις ROS περιλαμβάνονται οι ελεύθερες ρίζες, όπως η ρίζα του 
υπεροξειδίου (0 2· -), η ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ·) και η ρίζα του υπεροξυλίου (ROO·), 
καθώς και μη-ρίζες, όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2), τα οποία είναι 
προϊόντα του κυτταρικού μεταβολισμού, της φλεγμονής, της φαγοκυττάρωσης, και 
παίζουν ρόλο στην ενδοκυτταρική σηματοδότηση, στον πολλαπλασιασμό των 
κυττάρων, την απόπτωση και άλλες φυσιολογικές διεργασίες (Halliwell, 2001; Reid, 
2008). Το οξειδωτικό στρες ορίζεται ως μια ανισορροπία μεταξύ της παραγωγής 
ελευθέρων ριζών και της ικανότητας του οργανισμού να εξουδετερώσει ή να 
αποτοξινώσει τις βλαβερές επιδράσεις τους μέσω εξουδετέρωσης με 
αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς (Halliwell, 2001). Καθώς οι ελεύθερες ρίζες είναι 
πολύ δραστικά είδη, η υπερπαραγωγή τους μπορεί να προκαλέσει βλάβη σε όλα τα 
βιολογικά μακρομόρια, όπως το DNA, πρωτεΐνες και λιπίδια, οδηγώντας έτσι σε 
κυτταρική βλάβη και στη συνέχεια, στην εκδήλωση παθολογικών καταστάσεων 
(Halliwell, 2001).
Το οξειδωτικό στρες συμβαίνει συχνά στον μυϊκό ιστό. Ειδικότερα, κατά τη 
διάρκεια έντονης άσκησης, υπάρχει ένα υψηλό ποσοστό κατανάλωσης O2 στο 
σκελετικό μυ που μπορεί να προκαλέσει ατελή αναγωγή του O2 και διαρροή 
ηλεκτρονίων από την αναπνευστική αλυσίδα, που οδηγεί στην παραγωγή ROS και 
οξειδωτικού στρες, με αποτέλεσμα την εμφάνιση μυϊκής κόπωσης, την καταστροφή 
των κυττάρων και την απόπτωση (Reid, 2008; Nunes-Silva et al., 2014; Di Meo and 
Venditti, 2001).
Περαιτέρω, το οξειδωτικό στρες που προκαλείται κατά τη βλάβη του 
αγγειακού ενδοθηλίου είναι ένα από τους σημαντικότερους παράγοντες των
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καρδιαγγειακών παθήσεων (Deanfield et al., 2007; Victor et al., 2009; Higashi et al., 
2009). Για παράδειγμα, το οξειδωτικό στρες σε ενδοθηλιακά κύτταρα επάγεται από 
οξείες και χρόνιες φάσεις της προσκόλλησης λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο (Kokura 
et al., 1999; Zou et al., 2006). Επιπλέον, η αλληλεπίδραση μεταξύ των ROS και του 
μονοξειδίου του αζώτου πυροδοτεί έναν φαύλο κύκλο που οδηγεί σε περαιτέρω 
ενεργοποίηση του ενδοθηλίου και εμφάνιση φλεγμονής (Deanfield et al., 2007). 
Επιπλέον, οι ROS, όπως το Η2Ο2 μπορούν να διαχέονται σε όλα τα ενδοθηλιακά 
κύτταρα και να αντιδρούν με ομάδες κυστεΐνης σε πρωτεΐνες τροποποιώντας τη 
λειτουργία τους (Rhee, 2006). Έτσι, υπό συνθήκες οξειδωτικού στρες, τα 
ενδοθηλιακά κύτταρα μπορεί να χάσουν την ακεραιότητά τους, την φυσιολογική 
γήρανση και αποσπώνται στην κυκλοφορία (Woywodt et al., 2002).
Ωστόσο, κάθε ζωντανός οργανισμός έχει αντιοξειδωτικές μηχανισμούς για 
την αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες (Halliwell, 2001). Εκτός από τους 
ενδογενείς αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς, η συμπλήρωση αντιοξειδωτικών μορίων 
μέσω της διατροφής μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να μειωθούν οι επιβλαβείς 
επιδράσεις του οξειδωτικού στρες στην υγεία του ανθρώπου, όπως προτείνεται από 
προηγούμενες μελέτες (Matthaiou et al., 2014; Kerasioti et al., 2012). Μερικές από 
τις πιο γνωστές πηγές τροφίμων πλούσιων σε αντιοξειδωτικά είναι τα σταφύλια 
(Bagchi et al., 2014). Η ερευνητική μας ομάδα, τα τελευταία χρόνια έχει 
πραγματοποιήσει διάφορες μελέτες σχετικά με τις αντιοξειδωτικές ιδιότητες των 
σταφυλιών, τα οποία οφείλονται κυρίως στο πολυφαινολικό τους περιεχόμενο 
(Apostolou et al., 2013; Spanou et al., 2011; Stagos et al., 2005; 2006; 2007). Έχουν 
επίσης πραγματοποιθεί, μια σειρά μελετών σχετικά με την αντιοξειδωτική δράση των 
εκχυλισμάτων από βοστρύχους, ένα υποπροϊόν της διαδικασίας της οινοποίησης που 
έχει διερευνηθεί ελάχιστα (Apostolou et al., 2013; Anastasiadi et al., 2009;
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Sahpazidou et al., 2014; Stagos et al., 2014; Kantsadi et al., 2014). Για παράδειγμα, 
σε μία από τις προηγούμενες μελέτες μας, αποδείξαμε ότι τα εκχυλίσματα βοστρύχου 
σταφυλιού είναι πλούσια σε βιοδραστικές πολυφαινόλες (π.χ., φλαβονοειδή, 
στιλβένια και φαινολικά οξέα) (Anastasiadi et al., 2009), και παρουσιάζουν ισχυρή 
ικανότητα σάρωσης ελεύθερων ριζών in vitro (Apostolou et al., 2013).
Έτσι, ο στόχος της παρούσας μελέτης ήταν να εξετασθεί πρώτα η 
αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιού από τρεις ελληνικές 
ποικιλίες αμπέλου (Vitis vinifera) (δηλαδή, Μανδηλαριά, Μαυροτράγανο και 
Μοσχόμαυρο) σε κυτταρικό επίπεδο, ιδιαίτερα στα ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα 
EA.hy926 και στα μυϊκά κύτταρα C2C12. Επιπλέον, δεδομένου ότι η πολυφαινολική 
σύσταση των σταφυλιών έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζει την αντιοξειδωτική δράση του 
κρασιού και των εκχυλισμάτων γιγάρτων σταφυλιών (Zhu et al., 2012; Meng et al., 
2 0 12 ), ερευνήθηκε επίσης αν η πολυφαινολική σύσταση των εκχυλισμάτων 
βοστρύχων σταφυλιού επηρεάζει την αντιοξειδωτική τους ικανότητα. Τα 
εκχυλίσματα σταφυλιού μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως αντιοξειδωτικά 
συμπληρώματα διατροφής για τη μείωση των οξειδωτικό στρες που προκαλείται από 
επιβλαβείς επιδράσεις στην ανθρώπινη υγεία, και έτσι η κατανόηση των μηχανισμών 
μέσω των οποίων ασκούν την βιοδραστικότητά τους έχει ιδιαίτερη σημασία.
4.2. Υλικά και Μέθοδοι
4.2.1. Παρασκευή των εκχυλισμάτων
Τα εκχυλίσματα βοστρύχων σταφυλιού που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται 
από τις ελληνικές ποικιλίες σταφυλιού, Μανδηλαριά, Μαυροτράγανο και 
Μοσχόμαυρο. Η απομόνωση των εκχυλισμάτων πραγματοποιήθηκε όπως 
περιγράφεται σε προηγούμενη μελέτη (Apostolou et al., 2013). Εν συντομία, 50 g
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αποξηραμένου δείγματος (κονιοποιημένοι μίσχοι σταφυλιού) προστέθηκαν μέσα σε 
ένα μίγμα 200 ml μεθανόλης (MeOH) /H2O/1.0 Ν HCl (90: 9.5: 0.5 ν/ν) και 
υφίσταται κατεργασία με υπερήχους σε ένα λουτρό υπερήχων για 10 min. Ο διαλύτης 
διαχωρίστηκε με διήθηση, και το απομένον στερεό επανα-εκχυλίσθηκε τρεις επιπλέον 
φορές, χρησιμοποιώντας το ίδιο σύστημα διαλύτη και την ίδια διαδικασία. Τα 
συνδυασμένα εκχυλίσματα εξατμίστηκαν υπό κενό, με αποτέλεσμα την δημιουργία 
ενός εναιωρήματος, το οποίο διαλύθηκε σε 30 ml διαλύματος αποτελούμενο από 
MeOH / H2O (1:1) και φυγοκεντρήθηκε για 10 λεπτά (7000 rpm). Το υγρό 
υπερκείμενο εκχυλίζεται με πετρελαϊκό αιθέρα (3 x 30 ml) για την απομάκρυνση των 
λιπιδίων και συμπυκνώθηκε υπό κενό. Το εναπομείναν υπόλειμμα χύθηκε εντός 30 
ml άλμης και εκχυλίστηκε επανειλημμένα με οξικό αιθυλεστέρα (EtOAc, 4 x 30 ml). 
Έτσι, όλα τα σάκχαρα παρέμειναν στην υδατική στοιβάδα. Οι συνδυασμένες 
οργανικές στιβάδες στη συνέχεια ξηράνθηκαν πάνω από άνυδρο θειικό μαγνήσιο και 
εξατμίστηκαν υπό κενό. Το παραμένον στερεό ζυγίστηκε και διαλύθηκε σε MeOH σε 
συγκέντρωση 1 mg/ml, και διηθήθηκε με τη χρήση μεμβράνης (0.45 μm). Για να 
αποφευχθεί η υποβάθμιση των πολυφαινολών, όλες οι προαναφερθείσες 
δραστηριότητες διεξήχθησαν απουσία άμεσου ηλιακού φωτός και σε θερμοκρασίες 
κάτω από 35 °C.
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4.2.2. Μέθοδοι προσδιορισμού του συνολικού πολυφαινολικού περιεχόμενου και 
της in vitro αντιοξειδωτικής δράσης εκχυλισμάτων
4.2.2. α. Προσδιορισμός του συνολικού πολυφαινολικού περιεχόμενου μέσω του 
αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteau
Η μέθοδος βασίζεται σε μια χρωματογραφική οξειδοαναγωγική αντίδραση με 
τη χρήση της οποίας προσδιορίζεται το συνολικό φαινολικό περιεχόμενο μέσω του 
αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteau (FC) (Merck, Darmstadt, Germany) (Vermeris & 
Nicholson, 2006). Το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteau είναι διάλυμα σύνθετων 
πολυμερών ιόντων που σχηματίζονται από φωσφομολυβδαινικά και 
φωσφοβολφραμικά ετεροπολυμερή οξέα. Οξειδώνει τα φαινολικά ιόντα με 
ταυτόχρονη αναγωγή των ετεροπολυμερών οξέων (P2W18O62-7 ^  H4P2W18O62-8, 
H2P2Mo18O62-6 ^  H6P2Mo18O62-7). Το προϊόν είναι σύμπλεγμα μολυβδαινίου -  
βολφραμίου (Μο-W) χαρακτηριστικής μπλε χρώσης που απορροφά στο ορατό φάσμα 
σε μήκος κύματος 765 nm. Η αλκαλικότητα ρυθμίζεται με κορεσμένο διάλυμα 
Na2CO3, αποτελεί προϋπόθεση για την παρουσία των φαινολικών ιόντων και δεν 
διαταράσσει τη σταθερότητα του αντιδραστηρίου FC και του προϊόντος της 
αντίδρασης.
Σε σωληνάρια falcon των 15 ml προστίθενται απιονισμένο νερό όγκου 5 ml 
και 100 μ l του προς εξέταση δείγματος, φυτικού πολυφαινολικού εκχυλίσματος. Στο 
τυφλό προστίθενται 100 μ l απιονισμένου Η2Ο. Στην συνέχεια προστίθενται 500 μ l 
του αντιδραστηρίου FC. Τα δείγματα ανακινούνται και μετά την πάροδο 3 min σε 
θερμοκρασία δωματίου, προστίθεται 1,4 ml διαλύματος Na2CO3 25% w/v. Το μίγμα 
ανακινείται. Ακολουθεί συμπλήρωση του όγκου στα 10 ml με απιονισμένο νερό. Το
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μίγμα ανακινείται ξανά και επωάζεται για 1 h στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου. 
Ακολουθεί μέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 765 nm σε φασματοφωτόμετρο 
Hitachi U-1500 (San Jose, USA) ως προς το τυφλό δείγμα. Κάθε εξεταζόμενο 
εκχύλισμα δοκιμάστηκε εις τριπλούν. Εξετάστηκε ακόμη και η οπτική απορρόφηση 
των εκχυλισμάτων στα 765 nm χωρίς την παρουσία του αντιδραστηρίου FC η οποία 
αφαιρείται από την τελική απορρόφηση της αντίδρασης.
Ο προσδιορισμός της ολικής ποσότητας πολυφαινολικών ενώσεων των 
εκχυλισμάτων γίνεται μέσω πρότυπης καμπύλης του γαλλικού οξέος. Τα εκχυλίσματα 
μπορεί να χρειάζονται αραίωση ώστε η απορρόφηση να είναι στο εύρος των τιμών 
της πρότυπης καμπύλης. Η πρότυπη καμπύλη του γαλλικού οξέος κατασκευάστηκε 
με συγκεντρώσεις 0, 50, 100, 150, 250 και 500 μ g/ml γαλλικού οξέος. Με βάση τις 
τιμές της οπτικής απορρόφησης που αντιστοιχούσαν στις συγκεντρώσεις του 
γαλλικού οξέος κατασκευάστηκε καμπύλη και προσδιορίστηκε η εξίσωση y  = 
0,0009x + 0,003 με συντελεστή γραμμικής συσχέτισης κατά Spearman r =0,998 με 
p<0,01 (Εικόνα 22). Το συνολικό πολυφαινολικό περιεχόμενο (total polyphenol 
content, TPC) ανάγεται στο αρχικό εκχύλισμα και εκφράζεται ως mg GA/g (Gallic 
Acid, GA) εκχυλίσματος.
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0,5
Εικόνα 38. Πρότυπη καμπύλη γαλλικού οξέος.
4.2.2.β. Προσδιορισμός της πολυφαινολικης σύστασης των εκχυλσμάτων με 
HPLC
Η πολυφαινολική σύσταση των εκχυλισμάτων αξιολογήθηκε με υγρή 
χρωματογραφία υψηλής πίεσης (HPLC) όπως περιγράφεται προηγουμένως 
(Apostolou et al., 2013). Συγκεκριμένα, HPLC διεξήχθη σε ένα σύστημα Hewlett 
Packard ΗΡ1100 εφοδιασμένη με τεταρτοταγή αντλία και απαερωτή. Η στήλη που 
χρησιμοποιήθηκε ήταν μια στήλη Kromasil C18 (250 mm x 4,6 χιλιοστά, μέγεθος 
σωματιδίων 5 μ^ι) με μια προστήλη από το ίδιο υλικό (8 x 4 mm). Η έγχυση γινόταν 
μέσω μιας βαλβίδας έγχυσης Rheodyne (μοντέλο 7725I). Για τις χρωματογραφικές 
αναλύσεις HPLC βαθμίδωση νερού παρασκευάστηκε χρησιμοποιώντας ένα σύστημα 
Milli-Q, ενώ όλοι οι διαλύτες HPLC διηθήθηκαν πριν από τη χρήση μέσα από 
μεμβράνες οξικής κυτταρίνης με μέγεθος πόρου 0,45 μ^ι Τα χρωματογραφικά 
δεδομένα αποκτήθηκαν και επεξεργάστηκαν χρησιμοποιώντας το λογισμικό
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Chemstation. Πιο συγκεκριμένα, η ανάλυση διεξήχθη στους 30 °C (που διατηρείται 
με θερμοστάτη στήλης) χρησιμοποιώντας δείγματα των 20 μ 1, τα οποία εγχέονται 
απευθείας μέσω μιας βαλβίδας Rheodyne (μοντέλο 7725I). Η βαθμίδωση των 
εκλουσθέντων αποτελούνταν από τον διαλύτη Α (που λαμβάνεται με την προσθήκη 
3% οξικό οξύ σε υδατικό διάλυμα οξικού 2 mM νάτριο) και τον διαλύτης Β 
(ακετονιτρίλιο, CH3CN). Ο χρόνος ανάλυσης ορίστηκε στα 70 min με ένα σταθερό 
ρυθμό ροής 1.0 ml/min, σύμφωνα με την ακόλουθη διαβάθμιση χρονοδιάγραμμα: σε 
χρόνο μηδέν, 95% Α και 5% Β, μετά από 45 λεπτά, οι αντλίες ρυθμίστηκαν σε 85% Α 
και 15% Β, στα 60 min, σε 65% Α και 35% Β, στα 65 min, σε 50% Α και 50% Β, και 
τέλος στα 70 min, σε 100% Β. Αυτή η διαδικασία ακολουθήθηκε από μια περίοδο 
εξισορρόπησης 30 λεπτών πριν από την έγχυση του επόμενου δείγματος. Η ανάλυση 
παρακολουθήθηκε σε μήκη κύματος των 280, 320, και 360 nm ταυτόχρονα. Τρία 
πανομοιότυπα πειράματα διεξήχθησαν για κάθε δείγμα που εξετάστηκε. Οι κορυφές 
αναγνωρίσθηκαν με σύγκριση χρόνου κατακράτησης και των UV- vis φασμάτων με 
τις ενώσεις αναφοράς, και τα δεδομένα ποσοτικοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας τις 
αντίστοιχες καμπύλες των ενώσεων αναφοράς ως πρότυπα. Όλα τα πρότυπα 
διαλύθηκαν σε μεθανόλη.
4.2.2.γ. Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας μέσω της δέσμευσης της 
σταθερής ρίζας DPPH·
Η μέθοδος εκτίμησης της αντιοξειδωτικής ικανότητας μέσω της δέσμευσης 
της σταθερής ρίζας DPPH πραγματοποιήθηκε για πρώτη φορά από τους Brad- 
Williams et al. (Brad-Williams et al., 1995). Η μέθοδος που εφαρμόστηκε αποτελεί 
μια παραλλαγή της αρχικής μεθόδου και είναι μια από τις πιο χαρακτηριστικές και
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απλές μεθόδους για την αρχική εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ισχύος 
αντιοξειδωτικών μορίων ή φυτικών εκχυλισμάτων πλούσιων σε ενώσεις με 
αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Η εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας βασίζεται 
στην αλληλεπίδραση των εξεταζόμενων μορίων ή φυτικών εκχυλισμάτων με την 
σταθερή ρίζα 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο (DPPH*). Η ρίζα DPPH* μπορεί να 
αδρανοποιηθεί είτε μέσω προσθήκης ενός ηλεκτρονίου (SET) είτε ενός ατόμου 
υδρογόνου (HAT) (Prior et al., 2005). Είναι μια σταθερή οργανική ρίζα αζώτου η 
οποία έχει μωβ χρώμα και απορροφά στα 517 nm Όταν στο διάλυμα της ρίζας 
προστεθεί μια ουσία με αντιοξειδωτική δράση τότε το 1,1 διφαινυλ-2 - 
πικρυλυδραζύλιο (DPPH*) ανάγεται με την προσθήκη ενός ατόμου υδρογόνου (ή 
ηλεκτρονίου) και μετατρέπεται σε 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνη (DPPH-H) η οποία 
έχει κίτρινο χρώμα, με αποτέλεσμα η οπτική απορρόφηση να ελαττώνεται (εικόνα 
39).
Πιο αναλυτικά, για την εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των 
φυτικών εκχυλισμάτων, των κλασμάτων και των καθαρών πολυφαινολικών ενώσεων, 
η αντίδραση με την ρίζα πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 1 ml, στο οποίο 
περιέχονται μεθανόλη (διαλύτης), 100 μΜ ρίζας DPPH* και το εκχύλισμα, το κλάσμα 
και η καθαρή πολυφαινολική ένωση (δείγμα) σε διαφορετικές αυξανόμενες 
συγκεντρώσεις. Μετά την προσθήκη των συστατικών της αντίδρασης τα δείγματα 
ανακινούνται και επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου στο σκοτάδι για 20 min. 
Ακολουθεί μέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 517 nm. Σε κάθε πείραμα το 
εξεταζόμενο εκχύλισμα, διαλυμένο σε μεθανόλη, αποτελούσε το τυφλό και η ρίζα 
DPPH* (100 μΜ) σε μεθανόλη αποτελούσε το μάρτυρα. Ο μηδενισμός του 
φασματοφωτόμετρου γίνεται με 1 ml μεθανόλης. Κάθε δείγμα εξετάστηκε εις
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τριπλούν και πραγματοποιήθηκαν τουλάχιστον δύο πειράματα για το κάθε εκχύλισμα
που εξετάστηκε.
Εικόνα 39. Χημική δομή της ένωσης 1,1 διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο (DPPH*) 
καθώς και της ανηγμένης της μορφής 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνη (DPPH-H).
Η συγκέντρωση (100 μΜ) της ρίζας επιλέχθηκε μετά από κατασκευή 
καμπύλης αναφοράς με την μέτρηση της οπτικής απορρόφησης αυξανόμενων 
συγκεντρώσεων DPPH* (5, 10, 20, 40, 80, 100 μΜ) σε μεθανόλη. Η συγκέντρωση 
100 μΜ βρίσκεται στο γραμμικό κομμάτι της καμπύλης και δίνει τιμή οπτικής 
απορρόφησης ικανοποιητική για την παρατήρηση της μείωσής της μετά την 
προσθήκη αντιοξειδωτικού παράγοντα. Οι διαλύτες μεθανόλη και DMSO δεν 
επηρεάζουν τη μέθοδο.
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4.2.2.δ. Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας μέσω αλληλεπίδρασης με την 
ρίζα ABTS+
Η μέθοδος εκτίμησης της αντιοξειδωτικής ικανότητας, βασιζόμενη στην 
ικανότητα αλληλεπίδρασης με την ρίζα ABTS^+ (κατιόν) πραγματοποιήθηκε για 
πρώτη φορά από τους Miller και Rice-Evans (Miller et al., 1993). Ο μηχανισμός 
αλληλεπίδρασης των προς εξέταση αντιοξειδωτικών παραγόντων με την ρίζα ABTS^+ 
είναι όμοιος με εκείνον της ρίζας DPPH*, η οποία μπορεί να αδρανοποιηθεί είτε μέσω 
προσθήκης ενός ηλεκτρονίου (SET) είτε μέσω προσθήκης ενός ατόμου υδρογόνου 
(HAT) (Prior et al., 2005). Ωστόσο σε αντίθεση με την ρίζα DPPH*, η οποία 
βρίσκεται ως σταθερή ρίζα εξαρχής, η ρίζα ABTS^+ πρέπει να παραχθεί από την 
οξείδωση του 2,2'-Azino-bis-(3-ethyl-benzthiazoline-sulphonic acid) (ABTS). Έτσι 
για την εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας μιας ουσίας πρέπει πρώτα να 
προηγηθεί ο σχηματισμός της ρίζας ABTS^+ και να ακολουθήσει η προσθήκη της 
προς εξέτασης ουσίας. Η προσθήκη του αντιοξειδωτικού παράγοντα γίνεται μετά την 
παραγωγή της ρίζας ABTS^+ για να αποφευχθεί η αλληλεπίδραση των 
αντιοξειδωτικών παραγόντων με τους οξειδωτικούς παράγοντες που 
χρησιμοποιούνται για την οξείδωση του ABTS.
Η οξείδωση του ABTS γίνεται είτε μέσω χημικών αντιδράσεων με διάφορα 
αντιδραστήρια, είτε μέσω δράσης ενζύμων όπως περοξειδασών (Cano et al., 1998; 
Arnao et al., 2001). Η ρίζα ABTS^+ από την στιγμή που σχηματιστεί είναι σταθερή, 
έχει πράσινο χρώμα και απορροφά στα 730 nm. Όταν στο διάλυμα προστεθεί μια 
ουσία με αντιοξειδωτική δράση τότε η ρίζα ABTS^+ ανάγεται με την προσθήκη ενός 
ατόμου υδρογόνου (ή ηλεκτρονίου) με αποτέλεσμα η οπτική απορρόφηση να 
ελαττώνεται. Για την εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των δειγμάτων η
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οξείδωση του ABTS πραγματοποιήθηκε ενζυμικά μέσω της δράσης μιας 
περοξειδάσης, της HRP, παρουσία H2O2 (εικόνα 40). Η δημιουργία της ρίζας 
πραγματοποιείται σε όγκο 1 ml στο οποίο περιέχονται 1 mM ABTS, 30 μΜ Η2Ο2 και 
6 μΜ περοξειδάση. Αμέσως μετά την προσθήκη του ενζύμου τα δείγματα 
αναδεύονται και επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου στο σκοτάδι για 45 min 
(εμφάνιση πράσινου χρώματος). Μετά το πέρας της επώασης στα αντίστοιχα 
δείγματα προστίθενται οι συγκεντρώσεις του εξεταζόμενου δείγματος. Στο μάρτυρα 
μετά τη δημιουργία της ρίζας δεν προστίθενται τίποτα. Σε κάθε πείραμα το 
εξεταζόμενο δείγμα μόνο του σε H2O με 1 mM ABTS, 30 μΜ Η2Ο2 αποτελούσε το 
τυφλό. Κάθε δείγμα εξετάστηκε εις τριπλούν και πραγματοποιήθηκαν τουλάχιστον 
δύο πειράματα για το καθένα. Οι διαλύτες μεθανόλη και DMSO δεν επηρεάζουν τη 
μέθοδο.
Εικόνα 40. Χημική δομή και ενζυμική παραγωγή της ρίζας ABTS^+ μέσω της δράσης 
της περοξειδάσης.
4.2.2.ε. Προσδιορισμός αναγωγικής ικανότητας
Η αναγωγική ικανότητα προσδιορίστηκε σύμφωνα με τη μέθοδο των Yen & 
Duh (1994). Η αναγωγική ικανότητα μιας ουσίας σχετίζεται με την αντιοξειδωτική 
της ικανότητα και αποτελεί έναν αξιόπιστο δείκτη της. Ενώσεις με αναγωγική
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ικανότητα υποδεικνύουν ότι είναι δότες ηλεκτρονίων και μπορούν να ανάγουν 
οξειδωμένα ενδιάμεσα της λιπιδικής υπεροξείδωσης, έτσι ώστε να δράσουν ως 
αρχικές η δευτερεύουσες αντιοξειδωτικές ενώσεις. Στη μέθοδο αυτή, ουσίες, που 
μπορεί να έχουν κάποια αναγωγική ικανότητα, αντιδρούν με τον Fe3+ και τον 
ανάγουν σε Fe2+, όπου όταν αντιδρά με τον χλωριούχο σίδηρο δίνει ένα σύμπλοκο το 
οποίο απορροφά στα 700 nm. Το κίτρινο χρώμα του εξεταζόμενου διαλύματος 
αλλάζει σε αποχρώσεις του πράσινου και του μπλε ανάλογα με την αναγωγική 
ικανότητα της εξεταζόμενης ουσίας. Όσο μεγαλύτερη είναι η απορρόφηση στα 
700nm, τόσο μεγαλύτερη είναι και η αναγωγική ικανότητα.
Πιο αναλυτικά, τα εκχυλίσματα διαλύθηκαν σε phosphate buffer (0,2M, pH 
6,6) σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις. Προστέθηκαν 2,5 ml από το διάλυμα του 
δείγματος μας σε 2,5 ml potassium ferricyanide (1%) και τα δείγματα μας επωάζονται 
σε υδατόλουτρο στους 50 °C για 20 λεπτά. Ακολουθεί μεταφορά τους στον πάγο για 
5 λεπτά. Στη συνέχεια, προστίθενται 2,5 ml TCA (10%) και πραγματοποιείται 
φυγοκέντρηση στα 3000 rpm για 10 λεπτά στους 25 ^ . Στο υπερκείμενο (2,5 ml) 
προστίθενται 2,5 ml απιονισμένου νερού και 500 μΐ χλωριούχου σιδήρου (0,1 %) και 
ακολουθεί επώαση για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Έπειτα ακολουθεί η 
μέτρηση της απορρόφησης στα 700 nm. Επίσης, ελέγχθηκε αν τα εκχυλίσματα 
απορροφούσαν στις εξεταζόμενες συγκεντρώσεις στα 700 nm. Κάθε δείγμα 
εξετάστηκε εις τριπλούν και πραγματοποιήθηκαν τουλάχιστον δύο πειράματα.
4.2.3. Στατιστική ανάλυση
Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με τη χρήση του 
στατιστικού προγράμματος ανάλυσης SPSS 13.0 (Statistical Package for Social 
Sciences, SPSS). Για τη στατιστική ανάλυση υπολογιζόταν αρχικά για κάθε δείγμα η
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μέση τιμή (mean), η τυπική απόκλιση (standard deviation) και το τυπικό σφάλμα 
(standard error).
Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε μέσω ανάλυσης 
διακύμανσης ενός παράγοντα, 1-way ANOVA. Οι ζευγαρωτές συγκρίσεις έγιναν 
μέσω του τεστ του Tukey. Οι διαφορές θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικές με 
επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας p < 0,05. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως mean 
± SEM.
4.2.4. Συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας
Τα κύτταρα EA.hy926 ήταν ένα δώρο από τον καθηγητή Κουκούλη 
(Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Λάρισα, Ελλάδα) και τα μυϊκά κύτταρα C2C12 ήταν ένα 
δώρο από τον καθηγητή Κουτσιλιέρη (Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο 
Αθηνών, Αθήνα, Ελλάδα). Όλα τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικά DMEM, 
που περιείχαν 10% (v/v) FBS, 2 mM L-γλουταμίνη, 100 U/ml πενικιλλίνης και 100 
U/ml στρεπτομυκίνης (όλα από την Gibco, Paisley, UK) σε πλαστικές φλάσκες 
καλλιέργειας μίας χρήσης στους 37 °C σε 5% διοξείδιο του άνθρακα.
4.2.5. Προσδιορισμός της κυτταρικής βιωσιμότητας
Οι επιδράσεις των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιού στη βιωσιμότητα των 
κυττάρων εκτιμήθηκε χρησιμοποιώντας το kit δοκιμασίας ΧΤΤ (Roche Diagnostics), 
όπως περιγράφηκε προηγουμένως (Κεφάλαιο 2). Εν συντομία, τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν σε πλάκα 96-φρεατίων με 1 x 104 κύτταρα ανά φρεάτιο σε DMEM. 
Μετά από 24 ώρες επώασης, τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε επεξεργασία με 
αυξανόμενες συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων σε DMEM ελεύθερο FBS για 24 
ώρες. Ένα σύνολο 50 μ! διαλύματος δοκιμής ΧΤΤ, το οποίο παρασκευάστηκε με
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ανάμιξη 50 μ l αντιδραστηρίου επισήμανσης ΧΤΤ με 1 μΐ αντιδραστηρίου σύζευξης 
ηλεκτρονίου, προστέθηκε στη συνέχεια σε κάθε φρεάτιο. Μετά από 4 ώρες επώασης, 
η απορρόφηση μετρήθηκε στα 450 nm και στα 690 nm επίσης ως μήκος κύματος 
αναφοράς σε ένα Bio-Tek EL x 800 αναγνώστη μικροπλάκας (Winooski, VT, USA). 
DMEM ελεύθερο ορού FBS χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός μάρτυρας. Επιπλέον, η 
απορρόφηση κάθε συγκέντρωσης εκχυλίσματος βοστρύχων σε DMEM μέσο 
ελεύθερο ορού FBS και ελέγχθηκε στα 450 nm. Οι τιμές απορρόφησης από τα 
εκχυλίσματα βοστρύχων αφαιρέθηκαν από εκείνα που προέρχονται από κύτταρα 
επεξεργασμένα με εκχυλίσματα βοστρύχων. Τα δεδομένα υπολογίζονται ως ποσοστό 
της αναστολής της βιωσιμότητας χρησιμοποιώντας τον ακόλουθο τύπο:
αναστολή (%) = [(OD έλεγχος - δείγμα OD) / OD ελέγχου] x 100,
όπου ο έλεγχος OD και το δείγμα OD δείχνουν την οπτική πυκνότητα του 
αρνητικού ελέγχου και δοκιμασμένου ουσίες, αντίστοιχα. Όλα τα πειράματα 
διεξήχθησαν εις τριπλούν και τουλάχιστον σε 2 διαφορετικά πειράματα.
4.2.6. Επεξεργασία των κυττάρων EA.hy926 και C2C12 με τα εκχυλίσματα 
βοστρύχων σταφυλιού
Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε φλάσκες καλλιέργειας και επωάστηκαν για 24 
h σε επωαστικό κλίβανο. Το θρεπτικό μέσο στη συνέχεια απομακρύνθηκε και 
αντικαταστάθηκε με θρεπτικό μέσο χωρίς ορό FBS που περιέχει τα εκχυλίσματα 
βοστρύχων σταφυλιού σε μη-κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις. Δεδομένου ότι ένας 
από τους κύριους σκοπούς της μελέτης ήταν να εξεταστούν τα αποτελέσματα της 
πολυφαινολικής σύστασης στην αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισμάτων, οι 
επιλεγμένες συγκεντρώσεις και για τα τρία εξεταζόμενα εκχυλίσματα είχαν το ίδιο
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συνολικό πολυφαινολικό περιεχόμενο και εκφράστηκαν ως «μ g πολυφαινολών / ml ». 
Έτσι, οι επιλεγμένες συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 0,20 μg 
πολυφαινολών / ml για τα κύτταρα EA.hy926 και 0,95 μg πολυφαινολών / ml για τα 
κύτταρα C2C12. Τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε επεξεργασία με τα εκχυλίσματα για 24 
ώρες και στη συνέχεια σε επεξεργασία με θρυψίνη, συγκεντρώθηκαν και 
φυγοκεντρήθηκαν δύο φορές στα 300 x g για 10 λεπτά στους 5 °C. Στο τέλος της 
πρώτης φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο υγρό απορρίφθηκε και το κυτταρικό ίζημα 
επαναιωρήθηκε σε PBS. Μετά τη δεύτερη φυγοκέντρηση, το κυτταρικό ίζημα 
συλλέγεται και χρησιμοποιείται για τη μέτρηση των επιπέδων των δεικτών 
οξειδωτικού στρες, γλουταθειόνη (GSH), ROS, ουσίες που αντιδρούν με το 
θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBARS) και πρωτεϊνικά καρβονύλια (CARB).
4.2.7. Ανάλυση κυτταρομετρίας ροής για τον προσδιορισμό των επιπέδων της 
GSH και των ROS
Τα ενδοκυτταρικά επίπεδα της GSH και των ROS αξιολογήθηκαν με 
κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιώντας τις χρωστικές mercury orange και DCF-DA, 
αντίστοιχα όπως περιγράφηκε προηγουμένως. Ειδικότερα, το φθορίζον πορτοκαλί 
υδράργυρος συνδέεται άμεσα με GSH, ενώ DCF-DA εντός κυττάρων 
αποακετυλιώνεται από εστεράσες, και περαιτέρω μετατρέπεται σε φθορίζοντα DCF 
από την οξειδωτική δράση των ROS. Ένα διάλυμα 400 μΜ stock mercury orange 
παρασκευάστηκε σε ακετόνη και αποθηκεύτηκε στους 4 °C, ενώ ένα φρέσκο 
διάλυμα της DCF-DA 400 μΜ παρασκευάστηκε σε μεθανόλη. Για την εκτίμηση των 
επιπέδων GSH και ROS, τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε PBS σε 1 x 106 κύτταρα 
ανά ml και επωάζονται παρουσία των χρωστικών mercury orange (40 μΜ) ή DCF- 
DA (10 μΜ) στο σκοτάδι στους 37 °C για 30 min. Τα κύτταρα στη συνέχεια
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πλένονται, επαναιωρούνται σε PBS και υποβλήθηκαν σε ανάλυση κυτταρομετρίας 
ροής με τη χρήση ενός κυτταρομέτρου ροής FACScan (Becton-Dickinson, Franklin 
Lakes NJ, USA) με μήκη κύματος διέγερσης και εκπομπής στα 488 και 530 nm για 
ROS, και 488 και 580 nm για GSH αντίστοιχα. Τα κύτταρα αναλύθηκαν σε ένα 
ρυθμό ροής 1.000 γεγονότων ανά δευτερόλεπτο. Οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν 
σε 10.000 κύτταρα ανά δείγμα και η ένταση φθορισμού μετρήθηκε σε λογαριθμική 
κλίμακα. Τα δεδομένα αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας το λογισμικό BD Cell Quest 
(Becton-Dickinson). Κάθε πείραμα επαναλήφθηκε τουλάχιστον 3 φορές.
4.2.8. Αξιολόγηση των επιπέδων TBARS με φασματοφωτομετρία
Για τον προσδιορισμό των επιπέδων των TBARS, τα κύτταρα 
επαναιωρήθηκαν σε PBS σε αναλογία 1 x 106 κύτταρα / ml. Στη συνέχεια, μια 
ελαφρώς τροποποιημένη δοκιμασία από την περιγραφόμενη στη μελέτη του Keles et 
al. (2001) χρησιμοποιήθηκε όπως περιγράφηκε προηγουμένως (Κεφάλαιο 2). 400 μ l 
κυτταρικού εναιωρήματος ή 400 μ l PBS για το τυφλό αναμίχθηκε με 500 μ l 35% 
TCA και 500 μΐ tris (υδροξυμεθυλ) αμινομεθανίου (Tris-HCl) (200 mM, ρΗ 7,4) και 
επωάστηκαν για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια, 1 ml διαλύματος 
που αποτελείται από 2Μ Na2SO4 και 55 mM θειοβαρβιτουρικού οξέος προστέθηκαν 
και τα δείγματα επωάστηκαν στους 95 °C για 45 λεπτά. Τα δείγματα ψύχθηκαν στον 
πάγο για 5 λεπτά και αναδεύτηκαν μετά την προσθήκη 1 ml 70% TCA. Τα δείγματα 
στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν στα 15.000g για 3 λεπτά και η απορρόφηση του 
υπερκειμένου αναγνώστηκε στα 530 nm. Η δοκιμασία απαιτεί απόλυτη ποσότητα 
πρωτεΐνης άνω των 30 μg στο δοκιμαζόμενο δείγμα. Η συνολική συγκέντρωση 
πρωτεΐνης στο κυτταρικό εναιώρημα αναλύθηκε χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο 
Bradford από την Sigma-Aldrich. Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης των TBARS
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βασίστηκε στη μοριακή απορρόφηση του συντελεστή μαλονοδιαλδεΰδης. Κάθε 
πείραμα επαναλήφθηκε τουλάχιστον 3 φορές.
4.2.9. Αξιολόγηση των επιπέδων CARB με φασματοφωτομετρία
Για τον προσδιορισμό των επιπέδων των πρωτεϊκών καρβονυλίων, τα κύτταρα 
επαναιωρήθηκαν σε PBS σε αναλογία 1 x 106 κύτταρα / ml και στη συνέχεια λύθηκαν 
με υπερήχους. Μια τροποποιημένη μέθοδος όπως περιγράφεται στην μελέτη του 
Patsoukis και συν., (2004) χρησιμοποιήθηκε όπως περιγράφηκε προηγουμένως. Εν 
συντομία, 200 μ l 20% TCA προστέθηκαν σε 200 μ l κυτταρολύματος, και αυτό το 
μίγμα επωάστηκε σε ένα λουτρό πάγου για 15 λεπτά και φυγοκεντρήθηκε στα 15.000 
g για 5 λεπτά στους 4 °C. Το υπερκείμενο κλάσμα απορρίπτεται. Επιπλέον, 500 μ l 10 
mM 2,4-Dini-trophenylhydrazine (DNPH, σε 2,5 Ν HCl) για το δείγμα ή 500 μ l 2,5 Ν 
HCl για το τυφλό προστέθηκαν στο ίζημα. Τα δείγματα επωάζονται στο σκοτάδι σε 
θερμοκρασία δωματίου για 1 ώρα, με διακοπτόμενη ανάμιξη κάθε 15 λεπτά και 
φυγοκεντρήθηκαν στα 15.000 g για 5 λεπτά στους 4 °C. Το υπερκείμενο κλάσμα 
απορρίπτεται και 1 ml από 10% TCA προστέθηκε στο ίζημα που αναμίχθηκε και 
φυγοκεντρήθηκε στα 15.000 g για 5 λεπτά στους 4 °C. Το υπερκείμενο κλάσμα 
απορρίπτεται και 1 ml διαλύματος αιθανόλης-οξικού αιθυλεστέρα (1 :1 ν/ν) 
προστέθηκε, αναδεύτηκε και φυγοκεντρήθηκε στα 15.000 g για 5 λεπτά στους 4 °C. 
Αυτό το στάδιο έκπλυσης επαναλήφθηκε δύο φορές. Το κλάσμα υπερκείμενου 
απορρίφθηκε, και 1 ml ουρίας 5 Μ (ρΗ 2.3) προστέθηκε, αναδεύτηκε και επωάστηκε 
στους 37 °C για 15 λεπτά. Τα δείγματα υποβλήθηκαν σε φυγοκέντρηση σε 15.000 g 
για 3 λεπτά στους 4 °C, και η απορρόφηση αναγνώστηκε στα 375 nm. Ο υπολογισμός 
της συγκέντρωσης πρωτεΐνης καρβονυλίου βασίστηκε στη μοριακή απορρόφηση 
συντελεστή του DNPH. Η δοκιμασία απαιτεί απόλυτη ποσότητα πρωτεΐνης άνω των
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30 ig  στο εξεταζόμενο δείγμα. Η συνολική συγκέντρωση των πρωτεϊνών του 
πλάσματος αξιολογήθηκε χρησιμοποιώντας τη δοκιμασία Bradford. Κάθε πείραμα 
επαναλήφθηκε τουλάχιστον 3 φορές.
4.2.10. Στατιστική ανάλυση
Τα δεδομένα αναλύθηκαν με μονόδρομη ανάλυση ANOVA που ακολουθείται 
από δοκιμή του Tukey για πολλαπλές συγκρίσεις κατά ζεύγη. Το επίπεδο στατιστικής 
σημαντικότητας ορίστηκε στο p <0,05. Για όλες τις στατιστικές αναλύσεις 
χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό SPSS, έκδοση 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσο ± το SEM.
4.3. Αποτελέσματα
4.3.1. Πολυφαινολική σύσταση των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιού
Το συνολικό πολυφαινολικό περιεχόμενο (TPC) και η σύσταση των 
πολυφαινολικών εκχυλισμάτων που προσδιορίστηκε με HPLC, παρουσιάζονται στον 
πίνακα 4. Οι τιμές του TPC ήταν παρόμοιες μεταξύ των τριών εκχυλισμάτων και 
κυμαίνονταν από 357 εώς 378 mg γαλλι^ύ οξέος / g ξηρού εκχυλίσματος. Αυτές οι 
τιμές TPC ήταν παρόμοιες με εκείνες που παρατηρήθηκαν σε μία από τις 
προηγούμενες μελέτες (Apostolou et al., 2013). Επιπλέον, όπως έχει δειχθεί 
προηγουμένως σε άλλα εκχυλίσματα βοστρύχων σταφυλιού (Apostolou et al., 2013; 
Anastasiadi et al., 2009), τα εκχυλίσματα περιείχαν διαφορετικές κατηγορίες 
πολυφαινολών, όπως φαινολικά οξέα (δηλαδή, το γαλλικό οξύ, το καφεϊκό οξύ, το 
κουμαρικό οξύ, φερουλικό οξύ και συριγγικό οξύ), φλαβανόλες [(+) - κατεχίνη και (-) 
- επικατεχίνη], φλαβονόλες (κερκετίνη, ρουτίνη και καμφερόλη) και στιλβένια (trans- 
ρεσβερατρόλη) (πίνακας 4). Τα ποσά ορισμένων πολυφαινολών δεν διέφεραν
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σημαντικά μεταξύ των τριών εκχυλισμάτων. Αυτές οι πολυφαινόλες ήταν το 
συριγγικό οξύ (13,60 έως 17,44 mg/g ξηρού εκχυλίσματος), (+) - κατεχίνη (8,49 έως 
12,49 mg/g εκχυλίσματος) και ρουτίνη (12,06 έως 15,93 mg/g ξηρό εκχύλισμα) 
(πίνακας 4). Ωστόσο, οι ποσότητες των άλλων πολυφαινολών, παρουσιάζουν 
σημαντικές διαφορές μεταξύ των τριών εξεταζόμενων εκχυλισμάτων. Έτσι, οι 
διαφορές τους ήταν έως 3,6 φορές για το γαλλικό οξύ (7,39 έως 26,96 mg/g 
αποξηραμένου εκχυλίσματος), 4,2 φορές για το καφεϊκό οξύ (0,54 έως 2,32 mg/g 
ξηρού εκχυλίσματος), 1,9 φορές για την (-) - επικατεχίνη (9,83 έως 19,13 mg/g ξηρού 
εκχυλίσματος), 2,1 φορές για το κουμαρικό οξύ (0,60 έως 1,31 mg/g ξηρού 
εκχυλίσματος), 3,7 φορές για το φερουλικό οξύ (0,97 έως 3,59 mg/g ξηρού 
εκχυλίσματος), 3,5 φορές για την trans-ρεσβερατρόλης (5,97 έως 21,43 mg/g ξηρού 
εκχυλίσματος), 4,3 φορές για την κερκετίνη (3,94 έως 17,33 mg/g ξηρού 
εκχυλίσματος) και 4,9-φορές για την καμφερόλη (0,74 - 3,63 mg/g ξηρού εκχύλισμα) 
(πίνακας 4).
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Πίνακας 4. Πολυφαινολική σύσταση των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών.
Ποικιλία σταφυλιού Μαυροτράγανο Μανδηλαριά Μοσχόμαύρο
Γαλλικό οξύ li.4 S a 26.961 7.39*
Συριγγικό οξύ 17.44 13.60 15.98
Καφεϊκό οξύ 0.54 2.32 0.64
(+)■-Κατερίνη 12.IS 12.49 8.49
(-)-Επικατεχίνη 19.13 9.83 12.63
Κουμαρικό οξύ 0.75 1.31 0.60
Φερουλικό οξύ 3.59 4.10 0.97
Ρουτΐνη 15.93 12.06 14.81
iroMS-ρεσβερατρόλη 9.09 21.43 5.97
Κερκετίνη 3.94 17.33 8.01
Καμφεράλη 0.74 3.63 1.83
TPC* 357 378 373
a Όλες οι τιμές εκφράζονται ως mg/g ξηρού εκχυλίσματος. b TPC, ολικό 
πολυφαινολικό περιεχόμενο εκφραζόμενο ως mg γαλλικού οξέος/g ξηρού 
εκχυλίσματος.
4.3.2. Εξουδετέρωση των ελεύθερων ριζών
Όλα τα εκχυλίσματα εξετάστηκαν για την ικανότητά τους να εξουδετερώνουν 
τις ελεύθερες ρίζες. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι όλα τα εκχυλίσματα 
εξουδετέρωναν τις ρίζες DPPH·- και ABTS+ με έναν δοσο-εξαρτώμενο τρόπο σε 
αρκετά χαμηλές συγκεντρώσεις (εικόνα 41Α και 41Β). Προκειμένου να συγκριθεί η 
αποτελεσματικότητα εξουδετέρωσης των ριζών από τα εκχυλίσματα, η τιμή IC50 
υποδεικνύει τη συγκέντρωση που προκάλεσε την εξουδετέρωση του 50% των ριζών 
DPPH·- και ABTS+. Τα γραφήματα δημιουργήθηκαν ώστε να φαίνεται το ποσοστό
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σάρωσης της ρίζας συγκριτικά με τη συγκέντρωση εκχυλίσματος. Οι τιμές IC50 που 
υπολογίστηκαν από τη δοκιμασία σάρωσης της ρίζας DPPH ήταν με την ακόλουθη 
σειρά: εκχύλισμα Μανδηλαριά (2,8 ± 0,2 μg πολυφαινόλες / ml) > εκχύλισμα 
Μαυροτράγανο (3,6 ± 0,17 μg πολυφαινόλες / ml) > εκχύλισμα Μοσχόμαυρο (6,5 ± 
0,23 μg πολυφαινόλες / ml ) (πίνακας 5). Στη δοκιμασία εξουδετέρωσης της ρίζας 
ABTS η σειρά δραστικότητας των εκχυλισμάτων με βάση τις τιμές IC50 ήταν: 
εκχύλισμα Μανδηλαριά (0,42 ± 0,08 μg πολυφαινόλες / ml) > εκχύλισμα 
Μαυροτράγανο (0,71 ± 0,10 μg πολυφαινόλες / ml) > εκχύλισμα Μοσχόμαυρο ( 0,90 
± 0,11 μg πολυφαινόλες / ml) (πίνακας 5).
4.3.3. Reducing Power
Για τη δοκιμασία Reducing Power το προσδιορίστηκε RP0.5AU, δηλαδή η 
συγκέντρωση που αντιστοιχεί σε μια απορρόφηση 0,5 στα 700 nm, (εικόνα 41C). Οι 
τιμές RP0.5AU των δοκιμαζόμενων εκχυλισμάτων με την ακόλουθη σειρά: 
εκχύλισμα Μανδηλαριά (1,46 ± 0,12 μg πολυφαινόλες / ml) > εκχύλισμα 
Μαυροτράγανο (1,47 ± 0,21 μg πολυφαινόλες / ml) > εκχύλισμα Μοσχόμαυρο (2,92 
± 0,23 μg πολυφαινόλες / ml) (πίνακας 5).
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Πίνακας 5. Δραστικότητα σάρωσης ελευθέρων ριζών έναντι των ριζών DPPH* και 










Μανδηλαριά 2.S±0.2 0.42±0.08 1.46±0.12
Μαυροτράγανο 3.6±0.17 0.71±0.10 1.47+0.21
Μοσχό μαύρο 6.5±0.23 0.90±0.1Ι 2.92+0.23
a Οι τιμές εκφράζονται ως means ± SEM και προέκυψαν από τουλάχιστον τρία 
ανεξάρτητα πειράματα. b Οι τιμές IC50 και RP0.5AU εκφράζονται ως ig  of polyphe- 
nols/ml. DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS, 2,2'-azino-bis (3- 
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), διαμωνιακό άλλας.
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Εικόνα 41. (Α) Ποσοστό δραστικότητα σάρωσης της ρίζας 2,2-diphenyl-1- 
picrylhydrazyl (DPPH*), (Β) Ποσοστό δραστικότητα σάρωσης της ρίζας 2,2'-azino- 
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS+") και (Γ) αναγωγική δύναμη 
των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών από τις ποικιλίες Μαυροτράγανο, 
Μοσχόμαυρο και Μανδηλαριά. Οι τιμές παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± SEM.
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Η μέθοδος ΧΤΤ χρησιμοποιήθηκε για να αξιολογήσει τις επιπτώσεις των 
εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών στη βιωσιμότητα των κυττάρων C2C12 και 
EA.hy926 για να επιλεχτούν μη κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις για χρήση στα 
πειράματά μας. Τα αποτελέσματα αποκάλυψαν ότι τα τρία εκχυλίσματα εμφάνισαν 
κυτταροτοξικότητα σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 1 μg πολυφαινολών / ml στα 
κύτταρα EA.hy926 και μεγαλύτερες από 4 μg πολυφαινολών / ml στα κύτταρα 
C2C12 (εικόνα 42). Έτσι, οι συγκεντρώσεις που επελέγησαν ήταν 0,20 και 0,95 μg 
πολυφαινόλες / ml για τα κύτταρα EA.hy926 και C2C12, αντίστοιχα.
4.3.4. Επιπτώσεις της χορήγησης των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών στη
βιωσιμότητα των κυττάρων C2C12 και EA.hy926
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Εικόνα 42. Η βιωσιμότητα των κυττάρων μετά από την χορήγηση των εκχυλισμάτων 
βοστρύχων σταφυλιών από τις ποικιλίες Μαυροτράγανο, Μοσχόμαυρο και 
Μανδηλαριά. (A-C) στα EA.hy926 κύτταρα και (D-F) στα C2C12 κύτταρα. Τα 
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσοι όροι ± SEM τριών ανεξάρτητων πειραμάτων 
που πραγματοποιήθηκαν εις τριπλούν. * p <0,05 υποδεικνύει σημαντική διαφορά από 
την τιμή ελέγχου.
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Τα επίπεδα των δεικτών οξειδωτικού στρες μετρήθηκαν προκειμένου να 
εκτιμηθούν οι επιπτώσεις των εκχυλισμάτων στην οξειδοαναγωγική κατάσταση των 
κυττάρων EA.hy926. Τα επίπεδα των ROS και της GSH μετρήθηκαν με 
κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιώντας τις χρωστικές DCF-DA και mercury orange, 
αντίστοιχα. Τα ιστογράμματα που καταδεικνύουν τις μετρήσεις κυττάρων έναντι του 
φθορισμού των χρωστικών φαίνεται στο εικόνα 43Α και Β, αντίστοιχα. Οι τιμές της 
μέσης έντασης φθορισμού αξιολογήθηκαν χρησιμοποιώντας το λογισμικό BD Cell 
Quest και εκφράζονται ως ποσοστό των κυττάρων ελέγχου (μη επεξεργασμένα 
κύτταρα). Κανένα από τα εξεταζόμενα εκχυλίσματα δεν είχε οποιαδήποτε επίδραση 
στα επίπεδα των ROS (εικόνα 43C). Επιπλέον, τα Μαυροτράγανο και Μανδηλαριά 
εκχυλίσματα αύξησαν σημαντικά τα επίπεδα της GSH κατά 20,2 ± 1,5 και 15,8 ± 
4,1%, αντίστοιχα, σε σύγκριση με τους μάρτυρες (εικόνα 43C). Αντίθετα, το 
εκχύλισμα Μοσχόμαυρο δεν επηρέασε τα επίπεδα της γλουταθειόνης.
Επιπλέον, η υπεροξείδωση των λιπιδίων και η οξείδωση των πρωτεϊνών 
αξιολογήθηκαν φασματοφωτομετρικά με μέτρηση των επιπέδων των TBARS και 
CARB, αντίστοιχα (εικόνα 43C). Συγκεκριμένα, το εκχύλισμα Μανδηλαριά μείωσε 
σημαντικά την υπεροξείδωση των λιπιδίων κατά 14,8 ± 2,3% σε σύγκριση με τα 
κύτταρα ελέγχου, το εκχύλισμα Μαυροτράγανο μείωσε την υπεροξείδωση των 
λιπιδίων κατά 12,5 ± 1,9%, ενώ το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο δεν είχε καμία επίδραση. 
Παρόμοια με την λιπιδική υπεροξείδωση, η χορήγηση του εκχυλίσματος Μανδηλαριά 
άσκησε το πιο σημαντική μείωση των επιπέδων των CARB κατά 25,9 ± 6,3% (εικόνα
4.3.5. Επίδραση της χορήγησης των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών στα
επίπεδα των δεικτών οξειδωτικού στρες σε κύτταρα EA.hy926
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43C). Το εκχύλισμα Μαυροτράγανο μείωσε τα επίπεδα των CARB κατά 16,6 ± 1,3% 
ενώ το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο δεν είχε καμία επίδραση.
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Μαυροτράγανο Μανδηλαριό 
Ιχιινόλες/ml 0.20μ§ πολύ φαινόλες/ml
0.2θμ§ πολύ φαινόλες/mJ 0.20pg τνλυφαινόλες/ml
Εικόνα 43. Επίδραση της χορήγησης των εκχυλισμάτων βοστρύχων για 24 h στα 
επίπεδα των δεικτών οξειδωτικού στρες στα κύτταρα EA.hy926. (Α) Το ιστόγραμμα 
του αριθμού των κυττάρων έναντι του φθορισμού που αναλύθηκαν με κυτταρομετρία 
ροής για την ανίχνευση της γλουταθειόνης (GSH). (Β) Τα ιστογράμματα του αριθμού 
των κυττάρων έναντι του φθορισμού που αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής για την 
ανίχνευση των επιπέδων των δραστικών ειδών οξυγόνου (ROS). (Γ) Επιδράσεις στα 
επίπεδα των ROS, GSH, TBARS και CARB. Τα επίπεδα των TBARS και των CARB 
αξιολογήθηκαν με φασματοφωτομετρία. Όλες οι τιμές παρουσιάζονται ως οι μέσες 
τιμές ± SEM τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. * p <0,05 υποδεικνύει σημαντική 
διαφορά σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου.
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Τα ιστογράμματα που καταδεικνύουν τις μετρήσεις κυττάρων έναντι του 
φθορισμού mercury orange ή DCF-DA στα κύτταρα C2C12 μετά τη χορήγηση 
εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών φαίνονται στην εικόνα 44Α και 44Β, 
αντίστοιχα. Τα Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο εκχυλίσματα μείωσαν σημαντικά τα 
επίπεδα των ROS κατά 21,8 ± 2 και 16,5 ± 3,7%, αντίστοιχα, ενώ το εκχύλισμα 
Μοσχόμαυρο δεν είχε καμία επίδραση (εικόνα 44C). Τέλος, το εκχύλισμα 
Μανδηλαριά παρουσιάζει σημαντικά αυξημένα τα επίπεδα γλουταθειόνης κατά 22,6 
± 4,5% σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου, ενώ τα άλλα δύο εκχυλίσματα δεν είχαν 
καμία επίδραση στα επίπεδα της γλουταθειόνης (εικόνα 44C).
Επιπλέον, το εκχύλισμα Μανδηλαριά μείωσε σημαντικά τα επίπεδα των 
TBARS κατά 47,3 ± 1,2%, και το εκχύλισμα Μαυροτράγανο κατά 36,2 ± 9,6%, ενώ 
το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο δεν είχε καμία επίδραση σε σύγκριση με τα κύτταρα 
ελέγχου, στα κύτταρα C2C12 (εικόνα 44C). Επιπλέον, το εκχύλισμα Μανδηλαριά 
άσκησε τη μεγαλύτερη μείωση στα επίπεδα των CARB, μειώνοντάς τα κατά 39,0 ± 
5,1% (εικόνα 44C). Το εκχύλισμα Μαυροτράγανο μείωσε τα επίπεδα CARB κατά 
35,9 ± 7,1% και το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο δεν είχε καμία επίδραση στα επίπεδα 
τους (εικόνα 44C).
4.3.6. Επίδραση της χορήγησης εκχυλίσματος βοστρύχων σταφυλιών στα
επίπεδα των δεικτών οξειδωτικού στρες σε κύτταρα C2C12
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Εικόνα 44. Επίδραση της χορήγησης των εκχυλισμάτων βοστρύχων για 24 h στα 
επίπεδα των δεικτών οξειδωτικού στρες στα κύτταρα C2C12. (Α) Το ιστόγραμμα του 
αριθμού των κυττάρων έναντι του φθορισμού που αναλύθηκαν με κυτταρομετρία 
ροής για την ανίχνευση της γλουταθειόνης (GSH). (Β) Τα ιστογράμματα των 
κυττάρων έναντι του φθορισμού που αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής για την 
ανίχνευση των επιπέδων των δραστικών ειδών οξυγόνου (ROS). (Γ) Επιδράσεις στα 
επίπεδα των ROS, GSH, TBARS και CARB. Τα επίπεδα των TBARS και των CARB 
αξιολογήθηκαν χρησιμοποιώντας ένα φασματοφωτόμετρο. Όλες οι τιμές 
παρουσιάζονται ως οι μέσες τιμές ± SEM τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. * p <0,05 
υποδεικνύει σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου.
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4.4. Συζήτηση
Τα εκχυλίσματα σταφυλιών και το κρασί παρουσιάζουν έντονο ερευνητικό 
ενδιαφέρον τα τελευταία χρόνια, λόγω των ευεργετικών επιδράσεών τους στην 
ανθρώπινη υγεία (Bagchi et al., 2014). Για παράδειγμα, συμπληρώματα διατροφής με 
την ονομασία «εκχύλισμα σπόρων σταφυλιού» (Grape seed extract) καταναλώνονται 
ευρέως σε όλο τον κόσμο και αποτελούν από τα περισσότερο χρησιμοποιούμενα 
διατροφικά συμπληρώματα. Ωστόσο, η πλειοψηφία των μελετών σχετικά με 
σταφύλια αναφέρονται σε εκχυλίσματα από γίγαρτα, φλούδες και στέμφυλα (Feringa 
et al., 2011; Sri Harsha et al., 2015). Αξίζει να σημειωθεί, ότι σε προηγούμενες 
μελέτες του εργαστηρίου μας, αποδείχθηκε ότι οι βόστρυχοι σταφυλιού, ένα υπο­
προϊόν που παράγεται σε μεγάλες ποσότητες (περίπου 5% του αρχικού υλικού 
σταφυλιών) κατά τη διάρκεια της διαδικασίας οινοποίησης, περιείχε βιοενεργά 
φυτοχημικά και παρουσίασε σημαντικές βιολογικές λειτουργίες (Apostolou et al., 
2013; Stagos et al., 2014). Ειδικότερα, αποδείχθηκε ότι τα εκχυλίσματα βοστρύχων 
σταφυλιών παρουσίασαν ισχυρή αντιοξειδωτική δράση in vitro συγκρίσιμη ακόμα 
και με εκείνη των εκχυλισμάτων σπόρων σταφυλιού (Apostolou et al., 2013). Στην 
παρούσα μελέτη, διερευνήθηκε σε κυτταρικό επίπεδο (δηλαδή, στα ενδοθηλιακά και 
στα μυϊκά κύτταρα) η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισμάτων βοστρύχων 
σταφυλιών από ελληνικές ποικιλίες σταφυλιών.
Πριν από την εξέταση των επιπτώσεων των εκχυλισμάτων βοστρύχων 
σταφυλιών στην οξειδοαναγωγική κατάσταση των κυττάρων, αξιολογήθηκε 
δραστικότητα τους έναντι ελευθέρων ριζών in vitro. Όπως αποδείχθηκε, επίσης, σε 
προηγούμενη μελέτη (Apostolou et al., 2013), στην παρούσα μελέτη, τα εξεταζόμενα 
εκχυλίσματα βοστρύχων σταφυλιών παρουσίασαν πολύ ισχυρή δράση έναντι ριζών
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των DPPH και ABTS. Και στις δύο δοκιμασίες DPPH και ABTS, το εκχύλισμα 
Μανδηλαριά ήταν το πιο ισχυρό και το Μοσχόμαυρο ήταν το πιο αδύναμο. Έτσι, αν 
και τα τρία εξεταζόμενα εκχυλίσματα είχαν παρόμοιες τιμές TPC, την ικανότητά τους 
να δεσμεύουν τις ελεύθερες ρίζες ποικίλλει σε μεγάλο βαθμό. Συγκεκριμένα, το 
εκχύλισμα Μανδηλαριά ήταν σχεδόν 2 φορές πιο ισχυρό έναντι της ρίζας DPPH·- και 
της ρίζας ABTS+ από το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο. Αυτή η ασυμφωνία μεταξύ των 
τιμών TPC και δράση έναντι των ελεύθερων ριζών είναι σε συμφωνία με τα 
αποτελέσματα μιας προηγούμενης μελέτης κατά την οποία οι τιμές TPC δώδεκα 
εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών είχαν μια ασθενή συσχέτιση με την ικανότητα 
σάρωσης των ελευθέρων ριζών (Apostolou et al., 2013). Αυτή η έλλειψη συσχέτισης 
μεταξύ των τιμών TPC και την ικανότητα σάρωσης των ελευθέρων ριζών 
υποδεικνύει ότι η ποιοτική σύσταση των πολυφαινολικών εκχυλισμάτων βοστρύχων 
σταφυλιών μπορεί να είναι πιο σημαντική από ποσοτική περιεκτικότητά τους σε 
πολυφαινολικές όσον αφορά την αντιοξειδωτική τους ικανότητα. Για παράδειγμα, 
έχει προταθεί ότι πολυφαινολικά εκχυλίσματα που εμφανίζουν υψηλή αντιοξειδωτική 
δράση έχουν υψηλή περιεκτικότητα ειδικών πολυφαινολών, όπως trans- 
ρεσβερατρόλη, γαλλικό οξύ, κερκετίνη, (+) - κατεχίνη, (-) - επικατεχίνη και ρουτίνη, 
και έτσι μπορεί ενδεχομένως να δεσμεύουν τις ελεύθερες ρίζες πριν αυτές είναι σε 
θέση να οξειδώσουν και να καταστρέψουν άλλα μακρομόρια (Alov et al., 2015; Li et 
al., 2014; Yoshimura, 2014). Πράγματι, το εκχύλισμα Μανδηλαριά περιείχε 
τουλάχιστον 2 φορές μεγαλύτερες ποσότητες trans-ρεσβερατρόλης, γαλλικού οξέος 
και κερκετίνης από εκχύλισμα Μοσχόμαυρο.
Επιπλέον, εξετάστηκε η αναγωγική ισχύς των εκχυλισμάτων βοστρύχων 
σταφυλιών. Η αναγωγική ισχύς μιας ουσίας σχετίζεται με αντιοξειδωτική της δράση,
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δεδομένου ότι δείχνει ότι οι ουσίες που χρησιμοποιούνται είναι ηλεκτρονιοδότες και 
μπορούν να μειώσουν τα οξειδωμένα ενδιάμεσα των διαδικασιών υπεροξείδωσης των 
λιπιδίων, έτσι ώστε να μπορούν να ενεργούν ως πρωτογενή αλλά και δευτερογενή 
αντιοξειδωτικά (Chanda and Dave, 2009). Και τα τρία εκχυλίσματα βοστρύχων 
σταφυλιών έδειξαν αυξημένη αναγωγική ισχύ σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις. Όπως 
και στις δοκιμασίες σάρωσης των ελευθέρων ριζών, το εκχύλισμα Μανδηλαριά 
παρουσίασε τη μεγαλύτερη αναγωγική ισχύ, ακολουθούμενο από το εκχύλισμα 
Μαυροτράγανο. Και πάλι, παρατηρήθηκε ότι, εκτός από τις παρόμοιες τιμές TPC των 
εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών, τα εκχυλίσματα Μανδηλαριά και 
Μαυροτράγανο παρουσίασαν 2-φορές μεγαλύτερη αναγωγική ισχύ από το εκχύλισμα 
Μοσχόμαυρο. Αυτή η διαφορά μπορεί να αποδοθεί στις διαφορές στη πολυφαινολική 
σύσταση των δοκιμαζόμενων εκχυλισμάτων. Για παράδειγμα, μια προηγούμενη 
μελέτη ανέφερε ότι οι προανθοκυανιδίνες, μια κατηγορία ολιγομερών φλαβονοειδών, 
εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών ήταν τα κυρίως υπεύθυνα μόρια για τη 
αναγωγική δράση τους και πιθανόν αυτό να οφείλεται στο σχετικά υψηλό αριθμό των 
ομάδων υδροξυλίου που περιέχουν οι μονομερείς μονάδες τους (Karvela et al., 2009).
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, στην παρούσα μελέτη, η αντιοξειδωτική δράση 
των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών εξετάστηκε επίσης σε κυτταρικό επίπεδο, 
ειδικά σε ενδοθηλιακά και μυϊκά κύτταρα. Στην προηγούμενη μελέτη, δείχτηκε ότι 
εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού βελτίωσε την οξειδοαναγωγική κατάσταση των 
κυττάρων EA.hy926 και C2C12. Τα στέμφυλα είναι επίσης ένα παραπροϊόν της 
διαδικασίας οινοποίησης, αλλά περιλαμβάνει, εκτός από τους βοστρύχους, τους 
σπόρους και τις φλούδες των σταφυλιών. Αυτή είναι η πρώτη εργασία που μελέτησε 
τις επιπτώσεις της χορήγησης εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών στην
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οξειδοαναγωγική κατάσταση των ενδοθηλιακών και μυϊκών κυττάρων. Δύο από τις 
εξεταζόμενα εκχυλίσματα, τα Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο, βελτίωσαν την 
οξειδοαναγωγική κατάσταση των ενδοθηλιακών και μυϊκών κυττάρων, δεδομένου ότι 
μειώθηκε η υπεροξείδωση των λιπιδίων, όπως φαίνεται από τη μείωση των επιπέδων 
TBARS. Επιπλέον, τα εκχυλίσματα Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο προκάλεσαν 
μείωση της οξείδωσης των πρωτεϊνών, όπως φαίνεται από την μείωση στα επίπεδα 
των CARB στα κύτταρα EA.hy926 και C2C12. Ωστόσο, το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο 
ήταν το μόνο από τα εξετασθέντα εκχυλίσματα που δεν μείωσε τα επίπεδα των 
CARB και των TBARS σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου και στα κύτταρα 
EA.hy926 και στα C2C12.
Η μείωση της οξείδωσης των πρωτεϊνών και της υπεροξείδωσης των λιπιδίων 
από τα εκχυλίσματα Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο μπορούν να αποδοθούν στην 
ικανότητά τους να μειώνουν τα επίπεδα των ROS, κυρίως στα μυϊκά κύτταρα. Η 
άμεση δράση έναντι των ελεύθερων ριζών σάρωσης και η αναγωγική ικανότητα των 
εκχυλισμάτων Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο μπορεί να ευθύνονται τουλάχιστον εν 
μέρει για την ικανότητά τους να μειώνουν τα επίπεδα των ROS στα μυϊκά κύτταρα. 
Αντιθέτως, τα δύο αυτά τα εκχυλίσματα δεν επηρέασε τα επίπεδα των ROS στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926, και αυτό πιθανόν να οφείλεται στο γεγονός ότι οι 
συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων που χρησιμοποιούνται σε αυτά τα κύτταρα ήταν 
χαμηλότερες από αυτές που χρησιμοποιούνται στα μυϊκά κύτταρα C2C12. Το 
εκχύλισμα Μοσχόμαυρο δεν μετέβαλε τα επίπεδα των ROS ούτε τα ενδοθηλιακά 
ούτε στα μυϊκά κύτταρα. Αξίζει να σημειωθεί ότι, το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο ήταν 
επίσης το λιγότερο ισχυρό εκχύλισμα έναντι των ελεύθερων ριζών και παρουσίασε 
την μικρότερη αναγωγική δύναμη.
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Η μείωση της ROS-επαγόμενης βλάβης των λιπιδίων και των πρωτεϊνών από 
τα εκχυλίσματα Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο στα ενδοθηλιακά κύτταρα μπορεί 
επίσης να εξηγηθεί από την ικανότητά τους να ενισχύουν τους αντιοξειδωτικούς 
μηχανισμούς, όπως την GSH. Ωστόσο, στα μυϊκά κύτταρα, μόνο το εκχύλισμα 
Μανδηλαριά αύξησε τα επίπεδα της GSH, υποδεικνύοντας ότι το εκχύλισμα αυτό 
ήταν πιο ισχυρό για την επαγωγή της GSH. Επίσης το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο, το 
οποίο δεν μείωσε τα επίπεδα των TBARS, CARB και ROS δεν ήταν σε θέση να 
αυξήσει τα επίπεδα της GSH είτε στα ενδοθηλιακά ή στα μυϊκά κύτταρα. Η αύξηση 
στα επίπεδα της GSH από τα εκχυλίσματα βοστρύχων σταφυλιού έχει ιδιαίτερη 
σημασία, δεδομένου ότι η GSH, που αποτελεί την πιο άφθονη πηγή μη πρωτεϊνικής 
θειόλης στα κύτταρα, είναι ένα από τα σημαντικότερα ενδοκυτταρικά αντιοξειδωτικά 
μόρια που τα προστατεύουν έναντι του οξειδωτικού στρες (Livingstone and Davis, 
2007). Στην προηγούμενη μελέτη (Κεφάλαιο 2), δείχτηκε ότι η GSH είναι ένα μόριο 
κλειδί για την αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος στεμφύλων τόσο στα κύτταρα 
EA.hy926 όσο και στα κύτταρα C2C12. Συγκεκριμένα, το εκχύλισμα στεμφύλων 
αύξησε τα επίπεδα της GSH και την έκφραση ή τη δραστικότητα των ενζύμων που 
εμπλέκονται στη σύνθεση (γ-γλουταμυλκυστεΐνη συνθετάση) και τον μεταβολισμό 
(π.χ., S-τρανσφεράση γλουταθειόνης) της GSH.
Τα αποτελέσματα από την αξιολόγηση των δεικτών οξειδωτικού στρες 
έδειξαν, ότι υπήρχαν διαφορές στην αποτελεσματικότητα των εξεταζόμενων 
εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών στην οξειδοαναγωγική κατάσταση των 
κυττάρων. Αυτές οι διαφορές των εκχυλισμάτων οφείλονται στη πολυφαινολική τους 
σύσταση. Αυτό το συμπέρασμα υποστηρίζεται από το γεγονός ότι οι συγκεντρώσεις 
όλων των τριών εκχυλισμάτων είχαν τις ίδιες τιμές TPC στα πειράματα που
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πραγματοποιήθηκαν στα κύτταρα. Έτσι, αποκλείεται το γεγονός ότι οι 
παρατηρούμενες διαφορές στην αντιοξειδωτική δράση μεταξύ των εκχυλισμάτων 
μπορεί να οφείλεται στο διαφορετικό ποσό τους σε πολυφαινόλες. Μεταξύ των 
εξεταζόμενων εκχυλισμάτων, το εκχύλισμα Μοσχόμαυρο παρουσίασε πολύ 
μικρότερη ισχύ στη βελτίωση της οξειδοαναγωγής κατάστασης των κυττάρων σε 
σύγκριση με τα εκχυλίσματα Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο. Το εκχύλισμα 
Μοσχόμαυρο είχε επίσης λιγότερες ποσότητες γαλλικού οξέος, (+) - κατεχίνης, 
φερουλικού οξέος και trans-ρεσβερατρόλης από τα εκχυλίσματα Μανδηλαριά και 
Μαυροτράγανο, κι έτσι αυτές οι πολυφαινόλες μπορούν να αντιπροσωπεύουν, 
τουλάχιστον εν μέρει, για την υψηλότερη αντιοξειδωτική δράση αυτών των δυο 
εκχυλισμάτων. Για παράδειγμα, μια προηγούμενη μελέτη έδειξε ότι η trans- 
ρεσβερατρόλη αυξάνει τα επίπεδα της GSH και μειώνει το οξειδωτικό στρες που 
προκαλείται από ενδοκυτταρική παραγωγή ROS και μηλονοδιαλδεϋδης (MDA) σε 
λεία αγγειακά μυϊκά κύτταρα (Guo et al., 2014). Το γαλλικό οξύ έχει επίσης 
αποδειχθεί ότι μειώνει τα επίπεδα των ROS στα λεία αγγειακά μυϊκά κύτταρα και τον 
αντίστοιχο p47phox μεσολαβητής τους, ένα μόριο που μετατοπίζεται στην μεμβράνη 
και να επάγει τη παραγωγή O2·- (Yang et al., 2014). Επιπλέον, σε κύτταρα λείου 
αγγειακού μυός αρουραίου, το φερουλικό οξύ έχει αποδειχθεί ότι μειώνει την 
υπεροξείδωση των λιπιδίων και αυξάνει τη δραστικότητα των αντιοξειδωτικών 
ενζύμων (π.χ., δισμουτάση υπεροξειδίου) (Wu et al., 2009). Μεταξύ των 
εκχυλισμάτων Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο, το πρώτο εμφανίζει πιο ισχυρή 
αντιοξειδωτική δράση. Όσον αφορά τις διαφορές στη πολυφαινολική σύσταση 
μεταξύ αυτών των δύο εκχυλισμάτων, το Μανδηλαριά είχε υψηλότερες ποσότητες σε 
καφεϊκό οξύ, κουμαρικό οξύ, κερκετίνη και καμφερόλη. Μεταξύ αυτών των 
πολυφαινολών, το καφεϊκό οξύ έχει αναφερθεί να μειώνει τα επίπεδα του O2·- σε
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πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις (100-1000 ηΜ) σε ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα 
ομφάλιας φλέβας υπό συνθήκες οξειδωτικού στρες (Migliori et al., 2015). Επιπλέον, 
η κερκετίνη και η καμφερόλη έχει δειχθεί ότι τα επίπεδα του O2·- σε λεία μυϊκά 
αγγειακά κύτταρα επίμυων μέσω της αναστολής της δραστικότητας της NADPH- 
οξειδάσης, την κύρια πηγή παραγωγής του O2·- στο τοίχωμα του αγγείου (Jimenez et 
al., 2015).
Εν κατακλείδι, τα ευρήματα της παρούσας μελέτης δείχνουν για πρώτη φορά 
ότι τα εκχυλίσματα βοστρύχων σταφυλιών σε χαμηλές συγκεντρώσεις βελτιώνουν 
την οξειδοαναγωγική κατάσταση των ενδοθηλιακών και μυϊκών κυττάρων. Ως εκ 
τούτου, μπορούν να χρησιμοποιηθούν τα εκχυλίσματα βοστρύχων σταφυλιών, για 
παράδειγμα, στην ανάπτυξη των αντιοξειδωτικών συμπληρωμάτων διατροφής που να 
χρησιμοποιούνται για την εξουδετέρωση του οξειδωτικού στρες που προκαλείται από 
παθολογικές συνθήκες στο ενδοθήλιο ή στους σκελετικούς μύες. Ωστόσο, φάνηκε ότι 
η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών εξαρτάται από την 
ποιοτική σύσταση των πολυφαινολών τους. Για παράδειγμα, σημαντικές ποσότητες 
πολυφαινολών, όπως trans-ρεσβερατρόλη, γαλλικό οξύ, (+) - κατεχίνη, φερουλικό 
οξύ, το καφεϊκό οξύ, κερκετίνη, κουμαρικό οξύ και καμφερόλη μπορεί να είναι 
απαραίτητη για την παρατηρούμενη αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισμάτων 
βοστρύχων σταφυλιών. Η γνώση της πολυφαινολικής σύστασης που είναι υπεύθυνο 
για την ισχυρή αντιοξειδωτική δράση θα βοηθήσει στην αξιολόγηση της ποιότητας 
των εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιών που προορίζονται για χρήσεις όπως 
αντιοξειδωτικά συμπληρώματα.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5
Μελέτη της επίδρασης εκχυλίσματος στέμφυλων
λ  r ^  r r r rσταφυλιων στην γονιδιακη έκφραση μυϊκών κυττάρων 
με χρηση DNA μικροσυστοιχιών (DNA Microarrays)
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5.1. Γενικά
Στις προηγούμενες μελέτες που παρουσιάζονται στα παραπάνω κεφάλαια 
δείχθηκε ότι το εκχυλίσματα στεμφύλων σταφυλιών την τοπικής ποικιλίας Μπατίκι 
Τυρνάβου ενίσχυσε την αντιοξειδωτική άμυνα των μυϊκών κυττάρων της σειράς 
C2C12. Αυτό φάνηκε αρχικά από την ικανότητά του να μειώνει τους δείκτες 
οξειδωτικού στρες ενώ παράλληλα αύξανε τα επίπεδα της ανηγμένης γλουταθειόνης, 
ενός σημαντικού ενδογενούς αντιοξειδωτικού. Επίσης φάνηκε ότι είχε την ικανότητα 
να επηρεάζει τα επίπεδα και τη δραστικότητα συγκεκριμένων αντιοξειδωτικών 
ενζύμων. Συγκεκριμένα η GCS και η GST ήταν τα ένζυμα που επηρεάστηκαν 
περισσότερο καθώς αυξήθηκαν τα επίπεδα της πρώτης και η δραστικότητα της 
δεύτερης έπειτα από 12 και 18 ώρες επώασης με το εκχύλισμα, αντίστοιχα. Πρόκειται 
για δύο ένζυμα που σχετίζονται άμεσα με τον μεταβολισμό της γλουταθειόνης. Η 
δράση αυτή του εκχυλίσματος ήταν παρόμοια και στις δύο συγκεντρώσεις που 
χρησιμοποιήθηκαν (2,5 και 10 μ g/ml). Επίσης, μελέτες έχουν δείξει ότι εκχυλίσματα 
στεμφύλων σταφυλιού καθώς και μεμονωμένες ανθοκυανίνες προερχόμενες από 
σταφύλια μπορούν να επηρεάσουν την γονιδιακή έκφραση μιας πληθώρας γονιδίων 
σε λευκοκύτταρα σκύλου, καθώς και σε ηπατοκύτταρα και μυϊκά κύτταρα ποντικών 
(Lefevre et al., 2008; Yunoki et al., 2008). Συμπεραίνεται λοιπόν ότι οι πολυφαινόλες 
έχουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν με κυτταρικούς σηματοδοτικούς μηχανισμούς 
επηρεάζοντας την γονιδιακή έκφραση.
Έτσι, σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να εξεταστεί η επίδραση του 
εκχυλίσματος στεμφύλων σταφυλιού από την ποικιλία Μπατίκι Τυρνάβου στη 
γονιδιακή έκφραση των μυϊκών κυττάρων ποντικού C2C12 με τη χρήση DNA 
μικροσυστοιχιών για να διερευνηθούν οι μοριακοί μηχανισμοί μέσω των οποίων
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ασκείται η αντιοξειδωτική δράση σε αυτά τα κύτταρα. Συγκεκριμένα, εξετάστηκε η 
επίδραση στη γονιδιακή έκφραση των κυττάρων C2C12 μετά από επώαση με το 
εκχύλισμα συγκέντρωσης 2,5 ig/ml για 16 ώρες. Αυτό έγινε γιατί παρατηρήθηκε 
προηγουμένως ότι η συγκέντρωση αυτή ήταν η μικρότερη χρησιμοποιούμενη που 
βελτίωσε την οξειδοαναγωγική κατάσταση των κυττάρων και έπειτα από 12 ώρες 
επώασης είχε επηρεάσει ήδη τα επίπεδα αντιοξειδωτικών ενζύμων. Επίσης 
εξετάστηκε αν στις 16 ώρες επώασης είχαν επηρεαστεί τα επίπεδα της ανηγμένης 
γλουταθειόνης.
5.2. Υλικά και Μέθοδοι
5.2.1. Προετοιμασία του εκχυλίσματος
Το εκχύλισμα στέμφυλων σταφυλιού που εξέτασε άνηκε στην ποικιλία 
Μπατίκι Τυρνάβου (μια ερυθρή ποικιλία σταφυλιών που καλλιεργούνται στην 
Κεντρική Ελλάδα) του γένους Vitis vinifera. Η απομόνωση του εκχυλίσματος 
διεξήχθη όπως περιγράφηκε στα προηγούμενα κεφάλαια (Κεφάλαιο 2).
5.2.2. Συνθήκες καλλιέργειας κυττάρων
Τα μυϊκά κύτταρα C2C12 ήταν δώρο από τον καθηγητή Κουτσιλιέρη (Εθνικό 
και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα, Ελλάδα). Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν σε τροποποιημένο μέσο κανονικό Dulbecco Eagle (DMEM), που 
περιέχει 10% (ν/ν) εμβρυϊκό βόειο ορό (FBS), 2 mM L-γλουταμίνη, 100 U/ml 
πενικιλλίνης και 100 U/ml στρεπτομυκίνης (όλα από την Gibco, Paisley, UK) σε
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πλαστικά φλάσκες καλλιέργειας κυττάρων μιας χρήσεως στους 37 °C σε 5% 
διοξείδιο του άνθρακα.
5.2.3. Κατεργασία των κυττάρων με εκχύλισμα στέμφυλων
Τα κύτταρα C2C12 καλλιεργήθηκαν σε φλάσκες καλλιέργειας και 
επωάστηκαν για 24 h. Το θρεπτικό μέσο στη συνέχεια απομακρύνθηκε και 
αντικαταστάθηκε με μέσο χωρίς FBS που περιέχει εκχύλισμα στέμφυλων στη μη- 
κυτταροτοξική συγκέντρωση των 2,5 μg/ml και ακολούθησε επώαση για 15 ώρες. 
Στην προηγούμενη μελέτη, αποδείχθηκε ότι αυτή η συγκέντρωση ήταν μη- 
κυτταροτοξική για τα κύτταρα C2C12. Επίσης παρουσίαζε προστατευτική δράση 
έναντι του οξειδωτικού παράγοντα tBHP. Μη επεξεργασμένα κύτταρα 
χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες. Το πείραμα επαναλήφθηκε δύο φορές.
5.2.4. Απομόνωση RNA από τα κύτταρα C2C12 μετά από επώασή τους με το 
εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού της ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου
Μετά την αποκόλληση των C2C12 κυττάρων με τρυψίνη 0,25% και την 
επαναιώρησή τους σε θρεπτικό υλικό με 10% FBS, και καλλιέργειά τους σε τριβλία 
(100 mm). Στα κύτταρα προσθέτουμε θρεπτικό υλικό με 10% FBS (Fetal Bovine 
Saline) και τα επωάζουμε για 24 ώρες στους 370C και σε 5% CO2 προκειμένου να 
προσκολληθούν. Μετά την προσκόλληση των κυττάρων αφαιρούμε το θρεπτικό 
υλικό και προσθέτουμε συγκέντρωση του εκχυλίσματος ίση με 2,5 μ g/ml σε θρεπτικό 
υλικό χωρίς FBS συνολικού όγκου 10 ml. Επωάζουμε το εκχύλισμα με τα κύτταρα 
για 16 ώρες.
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Μετά την επώαση των κυττάρων με το εκχύλισμα αφαιρούμε το θρεπτικό 
υλικό, πλένουμε μία φορά με 3 ml PBS (pH 7,4), προσθέτουμε 10 ml PBS και 
συλλέγουμε τα κύτταρα με cell scraper. Μεταφέρουμε τα κύτταρα σε σωλήνες των 
15ml και φυγοκεντρούμε (300g 5min, 4 oC), διώχνουμε το υπερκείμενο και 
μεταφέρουμε το ίζημα των κυττάρων σε σωληνάκια των 2 ml. Στη συνέχεια για την 
απομόνωση του RNA από τα κύτταρα χρησιμοποιήσαμε το RNeasy kit (Invitrogen). 
Συγκεκριμένα, προσθέτουμε 600 μΐ buffer RLT και λύουμε τα κύτταρα με 
ομογενοποιητή (μέγιστη ταχύτητα για 30 sec). Μετά προσθέτουμε ίσο όγκο (600ul) 
70% αιθανόλης αποστειρωμένης και ακολουθούμε τα στάδια που περιγράφει το kit. 
Στο τέλος προσθέτουμε 50μ1 νερού (RNase free water) και ανάδευση των δειγμάτων 
για επαναδιάλυση του RNA. Τα δείγματα αποθηκεύονται στους -80 0C μέχρι να 
χρησιμοποιηθούν.
Προσδιορισμός συγκέντρωσης και ανάλυση του RNA
Η ανάλυση και ποσοτικοποίηση του ολικού RNA έγινε με τη χρήση του 
NanoPhotometer Implen P330 (Thermo Fisher Scientific) και του Agilent 2100 
Bioanalyzer. Στον πίνακα 6 φαίνονται οι μετρήσεις των RNA δειγμάτων από την 
ανάλυση με το NanoDrop 1000 Spectrophotometer.
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sample 1 423 1,821 1,837
sample 2 496 2,016 2,305
sample 3 356 1,998 2,044
sample 4 416 1,987 1,776
Πίνακας 6: Αποτελέσματα ποιοτικής και ποσοτικής ανάλυσης του RNA με τη χρήση 
του NanoPhotometer Implen P330.
5.2.5. Προσδιορισμός της γονιδιακής έκφρασης με ανάλυση με DNA 
μικροσυστοιχίες (DNA microarrays analysis) στα κύτταρα C2C12 μετά από 
επώασή τους με το εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού της ποικιλίας Μπατίκι 
Τυρνάβου
Αρχή της μεθόδου
Οι μικροσυστοιχίες DNA (αλλιώς γνωστές σαν γονιδιακό ή γενωμικό 
τσιπ, DNA chip είτε διάταξη γονιδίων) είναι μία διάταξη μικροσκοπικών σημείων 
που αντιπροσωπεύουν μοναδικά γονίδια και ακινητοποιούνται με ομοιοπολικούς 
δεσμούς σε μία στερεή επιφάνεια (συνήθως γυάλινη). Χρησιμοποιούν DNA για το 
σύστημα ανίχνευσής τους. Ποσοτικές ή ποιοτικές μετρήσεις με μικροσυστοιχίες
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γονιδίων εκμεταλλεύονται την εκλεκτική φύση της αρχής της 
συμπληρωματικότητας μεταξύ νουκλεϊκών οξέων DNA-DNA ή DNA-RNA ή 
πρόσφατα και μεταξύ των αμινοξέων των πρωτεϊνών, υπό αυστηρά ελεγχόμενες 
συνθήκες θερμοκρασίας και με τη χρήση φθορίζουσων ουσιών. Με την τεχνολογία 
των DNA μικροσυστοιχιών και ιδιαίτερα των μεταγραφικών (transcriptomic) 
μικροσυστοιχιών, μπορούν να προσδιοριστούν ταυτόχρονα τα επίπεδα χιλιάδων 
mRNA, άρα και τα επίπεδα έκφρασης των αντίστοιχων γονιδίων μέσα σε ένα 
κύτταρο. Οι μικροσυστοιχίες είναι χρήσιμες σε περιπτώσεις που συγκρίνεται η 
γονιδιακή έκφραση σε δυο διαφορετικών κυτταρικών τύπων ή σε διαφορετικά είδη 
ιστών. Επίσης χρησιμοποιούνται σήμερα κατά κόρον για την εξέταση της γονιδιακής 
έκφρασης υπό ειδικές συνθήκες και για την ανίχνευση νουκλεϊκών οξέων παθογόνων 
οργανισμών π.χ. επιβλαβών ιών σε δείγματα ελέγχου.
Πειραματική διαδικασία
Για τον προσδιορισμό της γονιδιακής έκφρασης στα κύτταρα C2C12 μετά από 
επώασή τους με το εκχύλισμα από στέμφυλα σταφυλιού της ποικιλίας Μπατίκι 
Τυρνάβου, τα RNA δείγματα στάλθηκαν στο κέντρο γενωμικής του Πανεπιστημίου 
της Οξφόρδης όπου χρησιμοποιήθηκε η τεχνολογία MouseWG-6 v2.0 Expression 
BeadChip της εταιρείας Illumina. Κάθε μικροσυστοιχία MouseWG-6 v2.0 v4 
Expression BeadChip περιέχει περίπου 45200 DNA αλληλουχίες που καλύπτουν 
μεταγραφικά όλα τα γονίδια του γενώματος του ποντικού, τις περιοχές του στις 
οποίες πιθανόν να υπάρχουν γονίδια καθώς και ακολουθίες εναλλακτικών 
μεταγραφημάτων (spliced transcripts).
Για την πειραματική διαδικασία ακολουθήθηκαν τα εξής στάδια:
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1. H συγκέντρωση του RNA στα δείγματα άλλαξε έτσι ώστε να είναι 50 ng/μ 1. 
Στη συνέχεια 11 μ 1 από κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν για να δημιουργηθεί 
συμπληρωματικό RNA (cRNA) επισημασμένο με βιοτίνη χρησιμοποιώντας 
το Illumina® TotalPrepTM-96 RNA amplification kit (Ambion, Life 
Technologies).
2. Στη συνέχεια 1500 ng από το επισημασμένο με βιοτίνη RNA από κάθε δείγμα 
υβριδοποιήθηκαν σύμφωνα με τη μέθοδο άμεσης υβριδοποίησης για 
γονιδιακή έκφραση σε ολόκληρο το γένωμα της εταιρείας Illumina, έναντι 
των μικροσυστοιχιών MouseWG-6 v2.0 Expression BeadChip (Illumina) που 
είναι σχεδιασμένα για την ανίχνευση 45200 μεταγραφημάτων.
3. Η ποσοτική ανάλυση του φθορισμού από τις μικροσυστοιχίες έγινε με 
BeadArray scanner (Illumina) και τα δεδομένα αναλύθηκαν με το λογισμικό 
BeadStudio software.
5.3. Αποτελέσματα
5.3.1. Διαφορές στην έκφραση των γονιδίων (Fold change analysis)
Λαμβάνοντας ως όριο υπερέκφρασης και υποέκφρασης τις 1,5 φορές, στα
μυϊκά κύτταρα C2C12 που επωάστηκαν για 15 ώρες με το εκχύλισμα στεμφύλων
σταφυλιού 13 γονίδια υπερεκφράστηκαν και υποεκφράστηκαν 4 γονίδια σε σύγκριση
με τα κύτταρα μάρτυρες. Όλα τα γονίδια και η αντίστοιχη υπερέκφραση ή
υποέκφραση φαίνονται στον Πίνακα 7. Τη μεγαλύτερη αύξηση στην έκφραση κατά
1,85 φορές την παρουσίασε το γονίδιο Actg2. Το γονίδιο με τη δεύτερη μεγαλύτερη
υπερέκφραση κατά 1,81 φορές ήταν το Myl9. To γονίδιο με την τρίτη μεγαλύτερη
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υπερέκφραση κατά 1,76 φορές ήταν το Acta2. Την τέταρτη μεγαλύτερη υπερέκφραση 
εμφάνισε το γονίδιο Gpr176 κατά 1,75 φορές και την πέμπτη το γονίδιο Tmem45a 
κατά 1,73 φορές. Ακολούθησε το γονίδιο Mgp κατά 1,67 φορές. Την έβδομη 
μεγαλύτερη υπερέκφραση παρουσίασε το γονίδιο Ogn κατά 1,60 φορές 
ακολουθούμενο από το γονίδιο Crlfl που υπερεκφράστηκε κατά 1,59 φορές. Την 
ένατη και την δέκατη μεγαλύτερη υπερέκφραση εμφάνισαν τα γονίδια Nrep και 
Spon2 κατά 1,58 και 1,57 φορές αντίστοιχα. Ακολούθησαν τα γονίδια Aqp5 και 
Thbs1 που υπερεκφράστηκαν κατά 1,53 φορές. Τέλος την δέκατη τρίτη μεγαλύτερη 
υπερέκφραση εμφάνισε το γονίδιο Nnmt κατά 1,50 φορές. Από τα γονίδια που 
υποεκφράστηκαν, τη μεγαλύτερη υποέκφραση κατά 1,54 φορές είχε το γονίδιο Prf1. 
Τη δεύτερη μεγαλύτερη υποέκφραση κατά 1,53 φορές το γονιδίου Sapcd2. 
Ακολούθησαν τα γονίδια Ccnb1 και Nefm που υποεκφράστηκαν κατά 1,50 φορές σε 
σχέση με τα κύτταρα ελέγχου.
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Πίνακας 7. Γονίδια που υπερεκφράστηκαν και υποεκφράστηκαν στις 15 ώρες 






















5.3.2. Διαφορές στην έκφραση αντιοξειδωτικών γονιδίων (Fold change analysis)
Στην προηγούμενη μελέτη εξετάστηκε η ικανότητα του εκχυλίσματος να 
επηρεάσει τα επίπεδα και τη δραστικότητα διαφόρων ενζύμων (Κεφάλαιο 4). Τα 
ένζυμα που μελετήθηκαν ήταν η GCS, η GST, η SOD, η CAT και η HO-1. Όσον 
αφορά τα επίπεδα έκφρασης των παραπάνω γονιδίων παρατηρήθηκε ότι το γονίδιο 
της GCS υπερεκφράστηκε κατά 1,24 φορές ενώ πέντε ισομορφές της GST, οι Gstkl, 
Gstp2, Gsta2, Gsta4 και Gstal υπερεκφράστηκαν κατά 1,16, 1,15, 1,19, 1,17 και 1,17 
φορές αντίστοιχα. Το γονίδιο της Hmox-1 υπερεκφράστηκε κατά 1,26 φορές ενώ δεν
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άλλαξε η έκφραση των γονιδίων της Cat και της Sod. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται στον πίνακα 8.















Τα αποτελέσματα των μελετών που προηγήθηκαν αποδεικνύουν την
ικανότητα των εκχυλισμάτων σταφυλιών να ασκούν βιολογικές δράσεις στα μυϊκά
κύτταρα C2C12. Συγκεκριμένα το εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού της τοπικής
ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου άσκησε αντιοξειδωτική δράση βελτιώνοντας τους
δείκτες οξειδωτικού στρες των κυττάρων. Παράλληλα προστάτεψε τα κύτταρα που
εκτέθηκαν στον παράγοντα tBHP από την οξειδωτική βλάβη. Η αντιοξειδωτική του
δράση οφείλονταν κυρίως στην αύξηση των επιπέδων της ανηγμένης γλουταθειόνης.
Παρατηρήθηκε ότι είχε την ικανότητα να αυξάνει τα επίπεδα της GCS ενός ενζύμου
που καταλύει το πρώτο βήμα της βιοσύνθεσης της γλουταθειόνης, αλλά και να
αυξάνει την δραστικότητα της GST ενός ενζύμου που χρησιμοποιεί την γλουταθειόνη
και εμπλέκεται στην αποτοξίνωση των οργανικών εποξειδίων, υδροϋπεροξειδίων και
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ακόρεστων αλδεϋδών που σχηματίζονται κυρίως μετά την υπεροξείδωση των 
λιπιδίων. Οι αλλαγές αυτές στα προαναφερθέντα ένζυμα πιθανόν να οφείλονται σε 
αλλαγές της γονιδιακής έκφρασης των γονιδίων που τα κωδικοποιούν. Επίσης το 
εκχύλισμα δύναται να επηρεάζει την έκφραση και άλλων γονιδίων με διάφορους 
ρόλους στην ανάπτυξη και λειτουργία των κυττάρων Αρκετές πρόσφατες μελέτες 
έχουν δείξει ότι διάφορες πολυφαινόλες είναι ικανές να επηρεάζουν την γονιδιακή 
έκφραση των μυϊκών κυττάρων C2C12 (Yoshino et al., 2015; Bosutti and Degens, 
2015; Montesano et al., 2013; Kaminski et al., 2012).
Έτσι, σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να εξεταστεί η επίδραση του 
εκχυλίσματος στεμφύλων σταφυλιού από την ποικιλία Μπατίκι Τυρνάβου στη 
γονιδιακή έκφραση των κυττάρων C2C12 με τη χρήση DNA μικροσυστοιχιών για να 
διερευνηθούν οι μοριακοί μηχανισμοί μέσω των οποίων ασκείται η αντιοξειδωτική 
δράση στα συγκεκριμένα κύτταρα. Έτσι, εξετάστηκε η επίδραση στη γονιδιακή 
έκφραση των κυττάρων C2C12 μετά από επώαση με το εκχύλισμα για 16 ώρες. Αυτό 
έγινε γιατί παρατηρήθηκε από τα προηγούμενα πειράματα ότι από τις 12 ώρες 
επώασης και μετά το εκχύλισμα είχε την ικανότητα να επηρεάζει τα επίπεδα και την 
δραστικότητα αντιοξειδωτικών ενζύμων. Έτσι, εξετάστηκε κατά πόσο αλλάζει η 
γονιδιακή έκφραση στα κύτταρα C2C12 λόγω της επίδρασης του εκχυλίσματος 
καθώς και ποια γονίδια εμφανίζουν τις μεγαλύτερες αλλαγές.
Λαμβάνοντας ως όριο υπερέκφρασης και υποέκφρασης τις 1,5 φορές, στα 
μυϊκά κύτταρα C2C12 που επωάστηκαν για 15 ώρες με το εκχύλισμα στεμφύλων 
σταφυλιού υπερεκφράστηκαν 13 γονίδια και υποεκφράστηκαν 4 γονίδια σε σύγκριση 
με τα κύτταρα μάρτυρες.
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Το γονίδιο Actg2 εμφάνισε την μεγαλύτερη αύξηση κατά 1,85 φορές και 
κωδικοποιεί την ακτίνη actg2 (Actin, gamma-enteric smooth muscle 2). Οι ακτίνες 
είναι άκρως συντηρημένες πρωτεΐνες που εμπλέκονται σε διάφορους τύπους 
κυτταρικής κινητικότητας, και στη συντήρηση του κυτταροσκελετού. Στα 
σπονδυλωτά, έχουν ταυτοποιηθεί τρεις κύριες ομάδες ισομορφών ακτίνης, η άλφα, η 
βήτα και η γάμμα. Οι ακτίνες άλφα έχουν εντοπιστεί σε μυϊκούς ιστούς και παίζουν 
σημαντικό ρόλο στη συστολής του μυός. Οι βήτα και γάμμα ακτίνες συνυπάρχουν 
στους περισσότερους τύπους κυττάρων ως συστατικά του κυτταροσκελετού, καθώς 
και ως μεσολαβητές της κινητικότητας στο εσωτερικό των κυττάρων. Η ακτίνη 
γάμμα-2, που κωδικοποιείται από αυτό το γονίδιο, είναι μια ακτίνη των λείων μυών 
που βρίσκεται κυρίως στον εντερικό ιστό (GenBank).
Το γονίδιο με την δεύτερη μεγαλύτερη έκφραση κατά 1,81 φορές ήταν το 
Myl9 (Myl9 fold myosin, light polypeptide 9, regulatory). Πρόκειται για ένα γονίδιο 
που κωδικοποιεί για μια ελαφριά αλυσίδα της μυοσίνης. Η μυοσίνη, είναι μια δομική 
πρωτεΐνη του μυός, αποτελείται από δύο βαριές αλυσίδες και τέσσερεις ελαφριές 
αλυσίδες. Η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από αυτό το γονίδιο είναι μια ελαφριά 
αλυσίδα μυοσίνης που μπορεί να ρυθμίζει τη σύσπαση των μυών με ρύθμιση της 
δραστικότητας ΑΤΡάσης των κεφαλών της μυοσίνης. Η κωδικοποιημένη πρωτεΐνη 
έχει μια περιοχή δέσμευσης ασβεστίου και ενεργοποιείται από την κινάση της 
ελαφράς αλυσίδας της μυοσίνης. Δύο εναλλακτικά μετάγραφα που κωδικοποιούν 
διαφορετικές ισομορφές έχουν βρεθεί για το γονίδιο αυτό (Szczesna-Cordary et al., 
2005). Ιστοί που εμφανίζουν αυξημένη έκφραση του συγκεκριμένου γονιδίου είναι το 
εμβρυϊκό μεσέγχυμα, το πεπτικό, το καρδιαγγειακό, το νευρικό, το οσφρητικό, το
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αναπαραγωγικό, το αναπνευστικό και το ουροποιητικού σύστημα. Επίσης αυξημένη 
έκφραση παρατηρήθηκε στο ήπαρ και στο χοληφόρο σύστημα (Ensembl).
Το τρίτο σε σειρά γονίδιο που υπερεκφράστηκε κατά 1,76 φορές ήταν το 
Acta2. Το συγκεκριμένο γονίδιο κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που ανήκει στην 
οικογένεια των πρωτεϊνών ακτίνης, οι οποίες είναι άκρως συντηρημένες πρωτεΐνες 
που παίζουν ρόλο στην κυτταρική κινητικότητα, τη δομή και την ακεραιότητα. Αυτή 
η ακτίνη είναι μια άλφα ισομορφή ακτίνης που βρίσκεται στο σκελετικό μυ, στο 
καρδιαγγειακό σύστημα αλλά και στο μάτι. Ελαττωματικά αλληλόμορφα στο γονίδιο 
αυτό αποτελούν αιτία για θωρακικό αορτικό οικογενές ανεύρυσμα τύπου 6. 
Πολλαπλά εναλλακτικά μετάγραφα που κωδικοποιούν την ίδια πρωτεΐνη, έχουν 
ταυτοποιηθεί (Gene Cards).
Το γονίδιο Gpr176 ήταν το τέταρτο σε σειρά υπερέκφρασης με μια αύξηση 
των 1,75 φορών στα κύτταρα που χορηγήθηκε το εκχύλισμα. Λίγα είναι γνωστά για 
το συγκεκριμένο γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη υποδοχέα τύπου GPCR 
(G protein-coupled receptor 176) (Gene Cards). Πιστεύεται ότι σχετίζεται με την 
απόκριση σε εξωκυτταρικά ερεθίσματα και στη σηματοδότηση. Εκφράζεται κυρίως 
στο ουροποιητικό σύστημα, καθώς επίσης στο εμβρυακό μεσέγχυμα και στο 
αναπαραγωγικό σύστημα σε μικρότερο βαθμό (Ensembl).
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Το γονίδιο με την πέμπτη μεγαλύτερη έκφραση ήταν το Tmem45a 
(transmembrane protein 45a fold change). Αν και δεν υπάρχουν πολλές πληροφορίες 
για το γονίδιο αυτό, πιστεύεται ότι κωδικοποιεί μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη στον 
ποντικό. Οι ιστοί με την μεγαλύτερη έκφραση του γονιδίου αυτού είναι το εμβρυϊκό 
μεσέγχυμα, ιστοί των άκρων καθώς και του αναπαραγωγικού και ουροποιητικού 
συστήματος (Ensembl). Πιστεύεται ότι παίζει ρόλο στην κυτταρική διαφοροποίηση 
αλλά δρα σαν ογκογονίδιο και σχετίζεται με μορφές καρκίνου όπως το γλοίωμα και ο 
καρκίνος των ωοθηκών (Sun et al., 2015; Guo et al., 2015).
Την έκτη μεγαλύτερη υπερέκφραση παρουσίασε το γονίδιο Mgp (matrix Gla 
protein) κατά 1,67 φορές. Η πρωτεΐνη που κωδικοποιεί, η Matrix GLA (MGP) είναι 
μέλος της οικογένειας των εξαρτώμενων, από βιταμίνη Κ πρωτεϊνών που περιέχουν 
Gla επικράτεια. Η MGP περιέχει θέση σύνδεσης με ιόντα ασβεστίου, παρόμοια με 
άλλες Gla επικράτειες που περιέχουν πρωτεΐνες υψηλής συγγένειας για βιταμίνη Κ. 
Η πρωτεΐνη αυτή παίζει ρόλο στην οργάνωση των οστών (Yao et al., 2013; Luo et al., 
1997). Η MGP βρίσκεται σε διάφορους ιστούς του σώματος θηλαστικών, πουλιών, 
και ψαριών. Το mRNA του είναι παρόν στο εμβρυϊκό μεσέγχυμα, στο πεπτικό 
σύστημα, στο ενδοκρινικό και εξωκρινικό σύστημα, στα οστά, στους χόνδρους, την 
καρδιά, τους νεφρούς, μυοσκελετικό και στο νευρικό σύστημα. (Pinto et al., 2013; 
Ensembl). Είναι παρούσα στον οστίτη ιστό μαζί με τη σχετική βιταμίνη K - 
εξαρτώμενη πρωτεΐνη, οστεοκαλσίνη. Στα οστά, η παραγωγή της αυξάνεται από τη 
βιταμίνη D. Ανωμαλίες στο γονίδιο MGP στον άνθρωπο έχουν συνδεθεί με το 
σύνδρομο Keutel, μια σπάνια κατάσταση που χαρακτηρίζεται από μη φυσιολογική 
εναπόθεση ασβεστίου στο χόνδρο, περιφερική στένωση της πνευμονικής αρτηρίας, 
και μεσοπροσωπικής υποπλασίας (Munroe et al., 1999). Ποντικοί που στερούνται
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MGP αναπτύσσονται μέχρι ένα σημείο, αλλά πεθαίνουν μέσα σε δύο μήνες ως 
αποτέλεσμα της αρτηριακής εναπόθεσης ασβεστίου στις αρτηρίες που οδηγεί σε 
ρήξη των αιμοφόρων αγγείων (Luo et al., 1997).
Ακολουθεί το γονίδιο Ogn (osteoglycin) που αυξάνεται κατά 1,60 φορές και 
κωδικοποιεί την πρωτεΐνη οστεογλυκίνη. Το γονίδιο εκφράζει τρία εναλλακτικά 
μετάγραφα και έχει βρεθεί ότι εκφράζεται κυρίως στο εμβρυικό μεσέγχυμα, στο 
μυοσκελετικό σύστημα, στο νευρικό σύστημα, στο οσφρητικό σύστημα και στο 
αναπαραγωγικό σύστημα. Αυτή η πρωτεΐνη μπορεί να επάγει έκτοπο σχηματισμό 
οστού σε συνδυασμό με αυξητικό παράγοντα εξαλλαγής βήτα (TGFa). Αυτή η 
πρωτεΐνη είναι μια μικρή πρωτεογλυκάνη η οποία περιέχει συνδυασμό πλούσιων σε 
λευκίνη επαναλήψεων (LRR). Το επίπεδο έκφρασης αυτού του γονιδίου έχει 
συσχετιστεί με διευρυμένη καρδιά και πιο συγκεκριμένα υπερτροφία της αριστερής 
κοιλίας (Petretto et al., 2008). Επίσης σχετίζεται με την κυτταρική διαφοροποίηση, 
την κυτταρική οργάνωση και στην συστηματική ανάπτυξη (Ensembl).
Το επόμενο γονίδιο που υπερεκφράστηκε κατά 1,59 φορές ήταν το Crlfl 
(Cytokine receptor-like factor 1) που κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη που 
πιθανολογείται με βάση την δομή της ότι μπορεί να προσδεθεί σε υποδοχέα παρόμοιο 
των υποδοχέων κυτοκινών. Μπορεί να σχετίζεται με τον κυτταρικό θάνατο, την 
κυτταρική διαφοροποίηση, την απόκριση σε ερεθίσματα και την σηματοδότηση 
(Ensembl). Η πρωτεΐνη εντοπίζεται κυρίως στον εξωκυττάριο χώρο και εκφράζεται 
στο εμβρυικό μεσέγχυμα, στο δέρμα, στο ήπαρ, χοληφόρο σύστημα, στο 
μυοσκελετικό, στο νευρικό, στο οσφρητικό, στο αναπαραγωγικό, στο αναπνευστικό, 
στο ουροποιητικού και στο πεπτικό σύστημα (Ensembl).
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Το γονίδιο με την ένατη μεγαλύτερη υπερέκφραση κατά 1,58 φορές ήταν το 
Nrep (neuronal regeneration related protein). Η πρωτείνη που κωδικοποιείται δεν 
είναι ιδιαίτερα μελετημένη. Μπορεί να έχει κάποιους ρόλους στη νευρική λειτουργία 
καθώς εκφράζεται κυρίως στο νευρικό, στο ακουστικό και στο οπτικό σύστημα 
(Ensembl). Η έκτοπη έκφραση αυξάνει την κινητικότητα των γλοιωμάτων. Προωθεί 
επίσης την αναγέννηση των νευραξόνων (με βάση την ομολογία του με άλλα 
γονίδια). Μπορεί επίσης να λειτουργεί στην κυτταρική διαφοροποίηση (με βάση την 
ομολογία του με άλλα γονίδια). Προκαλεί διαφοροποίηση των ινοβλαστών σε 
μυοϊνοβλάστη και μυοϊνοβλαστική αμοιβαδοειδή μετανάστευση. Αυξάνει επίσης τη 
ρύθμιση ρετινοϊκού οξέος στην βιογένεση των λιπιδίων (με βάση την ομολογία του 
με άλλα γονίδια). Ρυθμίζει αρνητικά την έκφραση του TGFB1 και TGFB2 αλλά όχι 
του TGFB3 (με βάση την ομολογία του με άλλα γονίδια) (Gene Cards). 
Πιθανολογείται πως εντοπίζεται στον πυρήνα του κυττάρου.
Ακολουθεί το γονίδιο Spon2 (spondin 2, extracellular matrix protein) που 
υπερεκφράζεται κατά 1,57 φορές. Λίγα είναι γνωστά για την λειτουργία της 
πρωτεΐνης που κωδικοποιεί. Μεταξύ των μονοπατιών με τα οποία σχετίζεται είναι το 
μονοπάτι της ERK. Ένα σημαντικό ομόλογο αυτού του γονιδίου είναι το THSD7A. 
Πιθανόν αποτελεί πρωτεΐνη κυτταρικής πρόσφυσης που προάγει την πρόσφυση και 
την έκφυση των εμβρυϊκών νευρώνων του ιπποκάμπου (Gene Cards).
Το γονίδιο με την ενδέκατη μεγαλύτερη υπερέκφραση κατά 1,53 φορές ήταν 
το γονίδιο Aqp5 (aquaporin 5) που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη ακουαπορίνη. Η 
ακουαπορίνη αποτελεί μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη που ανήκει στην οικογένεια των 
πορινών, πρωτεϊνών με δράση μεταφορέα. Εντοπίζεται στην κυτταρική μεμβράνη 
αλλά και στην μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου. Ιστοί στους οποίους
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εντοπίζεται μεγαλύτερη έκφραση της ακουαπορίνης είναι το πεπτικό, το οσφρητικό 
το αναπαραγωγικό και το αναπνευστικό σύστημα (Ensembl). In vivo πειράματα σε 
ποντικούς έδειξαν ότι η χορήγηση ρεσβερατρόλης αύξησε την έκφραση του γονιδίου 
Aqp5, ενώ παράλληλα μείωσε την λιπιδική υπεροξείδωση επιθηλιακών κυττάρων 
(Takahashi et al., 2015).
Παρόμοια αύξηση στην έκφραση με την Aqp5 παρουσίασε και το γονίδιο 
Thbsl (thrombospondin 1). Η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από αυτό το γονίδιο είναι 
μία υπομονάδα μιας δισουλφιδίου-συνδεδεμένης ομοτριμερής πρωτεΐνης. Αυτή η 
πρωτεΐνη είναι μια γλυκοπρωτεΐνη συγκόλλησης που μεσολαβεί στις 
αλληλεπιδράσεις κυττάρου - κυττάρου. Αυτή η πρωτεΐνη μπορεί να συνδεθεί με 
ινωδογόνο, ινονεκτίνη, λαμινίνη, τύπου V κολλαγόνου και ιντεγκρίνες άλφα- ν / βήτα- 
1. Έχει δειχθεί ότι παίζει ρόλο στη συσσωμάτωση των αιμοπεταλίων, την 
αγγειογένεση, και την ογκογένεση. Εναλλακτικά μετάγραφα κωδικοποιούν 
διαφορετικές ισομορφές (GenBank). Η πρωτεΐνη θρομβοσπονδίνη-1 είναι ένα μέλος 
της οικογένειας θρομβοσπονδίνης. Είναι μια γλυκοπρωτεΐνη μήτρα πολυ-τομέα που 
έχει δειχθεί ότι είναι ένας φυσικός αναστολέας της νεοαγγείωσης και ογκογένεσης σε 
υγιή ιστό. Ρυθμίζει τόσο θετικά όσο και αρνητικά την διαφοροποίηση του 
ενδοθηλιακού κυττάρου, την κινητικότητα και την ανάπτυξη. (Simantov and 
Silverstein, 2003). Στην μυϊκή ατροφία το οξειδωτικό στρες παίζει σημαντικό ρόλο 
και η μείωσή του σχετίζεται με την βελτιωμένη λειτουργία των μυών. Σε μια μελέτη 
η χορήγηση ενός αντιοξειδωτικού μορίου, της ασταξανθίνης προκάλεσε αύξηση της 
έκφρασης του γονιδίου της Thbsl σε ατροφικούς υποκνημίδιους μύες αρουραίων. 
Επίσης, παράλληλα μείωσε το οξειδωτικό στρες και πιστεύεται ότι η Thbsl μπορεί να 
εμπλέκεται σε αυτόν το μηχανισμό (Kanazashi et al., 2013).
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Τέλος το γονίδιο Nnmt (nicotinamide N-methyltransferase) υπερεκφράστηκε 
κατά 1,50 φορές. Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Ν - μεθυλοτρανσφεράση 
του νικοτιναμιδίου. Πρόκειται για μια τρανσφεράση που εντοπίζεται στο 
κυτταρόπλασμα κυττάρων διαφόρων ιστών και η αντίδραση που καταλύει είναι η 
μεταφορά μιας μεθυλομάδας από την S-αδενοσυλ-L-μεθειονίνη στο νικοτιναμίδιο. 
Πειράματα που έγιναν σε ποντικούς έδειξαν ότι παίζει κάποιον ρόλο στον 
μεταβολισμό. Τα ποντίκια που παρήγαγαν μεγάλες ποσότητες του GLUT4 ήταν 
ευαίσθητα στην ινσουλίνη και προστατεύονται κατά του διαβήτη, ενώ τα ποντίκια 
που δεν διέθεταν GLUT4 εμφάνισαν αντίσταση στην ινσουλίνη. Υψηλά επίπεδα του 
NNMT συχνά βρίσκονται στα λιπώδη κύτταρα των ζώων που εμφανίζουν αντίσταση 
στην ινσουλίνη. Όταν οι ερευνητές σίγησαν το γονίδιο του NNMT σε ποντίκια που 
λάμβαναν δίαιτα υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά, τα ποντίκια πήραν λιγότερο 
βάρος από εκείνους στους οποίους το γονίδιο NNMT λειτουργούσε κανονικά. 
Ωστόσο η έκφρασή του σε μυϊκούς ιστούς δεν έχει συσχετιστεί με κάποια ασθένεια 
(WikiGenes).
Από τα γονίδια που υποεκφράστηκαν το γονίδιο Prf1 (pore forming protein) 
που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη περφορίνη είναι αυτό που ελαττώθηκε περισσότερο 
κατά 1,54 φορές. Η περφορίνη είναι πρωτεΐνη σχηματισμού πόρου με κυτταρολυτική 
δράση κυτταρολυτική που βρίσκεται στα κοκκία των κυτταρολυτικών Τ- 
λεμφοκύτταρα (CTLs) και των φονικών κύτταρων ΝΚ. Κατά την αποκοκκίωση, η 
περφορίνη συνδέεται με μεμβράνη του κυττάρου-στόχου, καθώς και η δράση της 
εξαρτάται από την συγκέντρωση των Ca2+. Ο πόρος που σχηματίζεται επιτρέπει την 
παθητική διάχυση μιας οικογένειας προ-αποπτωτικών πρωτεασών, στο κύτταρο-
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στόχο (Tapani, 1996). Όσον αφορά την έκφραση της σε μυϊκά κύτταρα δεν υπάρχουν 
πληροφορίες (Ensembl).
Το δεύτερο σε υποέκφραση γονίδιο ήταν το Sapcd2 (suppressor APC domain 
containing 2) κατά 1,53 φορές. Κωδικοποιεί μια κυττοπλασματική αλλά πιθανόν και 
πυρηνική πρωτεΐνη που εμφανίζει αυξημένη έκφραση στο αδενοκαρκίνωμα του 
πνεύμονα, στο μη μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα, στο παγκρεατικό 
αδενοκαρκίνωμα και στο καρκίνωμα μεγάλων κυττάρων του πνεύμονα (Kim et al., 
2015; Liu et al., 2014). Πιθανολογείτε ότι δρα σαν κατασταλτικός μεταγραφικός 
παράγοντας (με βάση την ομολογία). Αυξημένη έκφραση της πρωτεΐνης 
παρατηρείται στο εμβρυϊκό εξώδερμα, στο ήπαρ, στο νευρικό, στο πεπτικό, στο 
αναπαραγωγικό, αναπνευστικό και ουροποιητικό σύστημα. Όσον αφορά την έκφραση 
της σε μυϊκά κύτταρα δεν υπάρχουν πληροφορίες (Ensembl).
Δύο γονίδια παρουσίασαν την τρίτη μεγαλύτερη υποέκφραση κατά 1,50 
φορές, το Ccnb1(cyclin B1) και το Nefm (neurofilament, medium polypeptide). Το 
γονίδιο Ccnb1 κωδικοποιεί την κυκλίνη Β1 (Cdk1). Η κυκλίνη Β1 είναι μια 
ρυθμιστική πρωτεΐνη που εμπλέκεται στην μίτωση. Το προϊόν του γονιδίου (Cdk1) 
δημιουργεί σύμπλοκα με την πρωτεΐνη p34 για να σχηματίσει τον παράγοντα 
ωρίμανσης και προαγωγής (MPF) (Yang et al., 2001; Pines and Hunter, 1989). Δύο 
εναλλακτικά μετάγραφα έχουν βρεθεί, ένα σταθερά εκφραζόμενο μετάγραφο και 
άλλο ένα που ρυθμίζεται από τον κυτταρικό κύκλο και εκφράζεται κυρίως κατά G2 / 
M φάση του κυτταρικού κύκλου. Το σύπλοκο κυκλίνη B1-Cdk1 εμπλέκεται στα 
πρώιμα γεγονότα της μίτωσης, όπως η συμπύκνωση χρωμοσωμάτων και η διάλυση 
του πυρηνικού φακέλου. Υψηλά επίπεδα έκφρασης της κυκλίνης B1 έχουν 
παρατηρηθεί σε μορφές καρκίνου όπως του πνεύμονα και του μαστού (Suzuki et al.,
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2007; Egloff et al., 2005; Soria et al., 2000). Εκφράζεται σε κύτταρα των 
περισσότερων ιστών συμπεριλαμβανομένου και του μυός. Σε φυσιολογικούς ιστούς, 
χαμηλά επίπεδα της κυκλίνης Β1 ανιχνεύονται στους όρχεις, στο θύμο, στο μυελό 
των οστών, και των λείων μυών (έκφραση CCND1) (atlasgeneticsoncology.org). Η 
ελάττωση της έκφρασής του στα κύτταρα σχετίζεται με αναστολή της κυτταρικής 
διαίρεσης και πιθανόν προωθεί την διαφοροποίησή τους. Η χορήγηση γαλλικού οξέος 
σε λεία μυϊκά αγγειακά κύτταρα οδήγησε σε μείωση της έκφρασης της κυκλίνης B1. 
Παράλληλα φάνηκε ότι η χορήγηση του γαλλικού οξέος απέτρεπε την εμφάνιση 
αθηροσκλήρωσης (Ou et al., 2013).
Το γονίδιο Nefm (neurofilament, medium polypeptide) κωδικοποιεί μια 
πρωτεΐνη νευρονηματίου. Τα νευρονημάτια αυτά είναι τύπου IV και δημιουργούν 
ετεροπολυμερή ενδιάμεσων νηματίων που αποτελούνται από ελαφριές (του NEF), 
μεσαίες (αυτής της πρωτεΐνης), και βαριές (NEFH) αλυσίδες. Τα νευρονημάτια 
περιλαμβάνουν τον σκελετό του άξονα των νευρικών κυττάρων και λειτουργικά 
διατηρεί το διαμέτρημα του νευρώνα. Μπορούν επίσης να παίζει ένα ρόλο στην 
ενδοκυτταρική μεταφορά προς άξονες και δενδρίτες. Αυτό το γονίδιο κωδικοποιεί την 
πρωτεΐνη της μεσαίας αλυσίδας νευρονηματίων. Αυτή η πρωτεΐνη χρησιμοποιείται 
συνήθως ως βιοδείκτης της νευρωνικής βλάβης (GenBank). Διάφορα επίπεδα 
έκφρασης του γονιδίου έχουν βρεθεί στους περισσότερους ιστούς.
Όσον αφορά την μελέτη της έκφρασης αντιοξειδωτικών γονιδίων εξετάστηκε 
η έκφραση των γονιδίων Gcs, Gst, Sod, Cat και Hmoxl. Όσον αφορά τα επίπεδα 
έκφρασης των παραπάνω γονιδίων παρατηρήθηκε ότι το γονίδιο της GCS 
υπερεκφράστηκε κατά 1,24 φορές. Στο ‘Κεφάλαιο 3’ της παρούσας διατριβής 
δείχθηκε ότι το εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού αύξησε τα επίπεδα του ενζύμου
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GSC. Άρα πιθανόν αυτή η αύξηση να οφείλεται στην αύξηση της γονιδιακής 
έκφρασης του γονιδίου Gcs έπειτα από την χορήγηση του εκχυλίσματος. Πέντε 
γονίδια των ισομορφών της GST, τα Gstkl, Gstp2, Gsta2, Gsta4 και Gstal 
υπερεκφράστηκαν κατά 1,16, 1,15, 1,19, 1,17 και 1,17 φορές αντίστοιχα. Τα 
προηγούμενα αποτελέσματα (Κεφάλαιο 3) έδειξαν ότι το εκχύλισμα αύξησε την 
δραστικότητα της ολικής GST των μυϊκών κυττάρων. Η αύξηση της δραστικότητας 
πιθανόν να οφείλεται σε αύξηση των επιπέδων των διαφόρων ισομορφών της GST. 
Το γονίδιο Hmoxl υπερεκφράστηκε κατά 1,26 φορές, ωστόσο τα επίπεδα του 
ενζύμου δεν επηρεάστηκαν από την χορήγηση του εκχυλίσματος. Αυτό πιθανόν να 
οφείλεται σε μεταμεταγραφικό έλεγχο του γονιδίου. Η χορήγηση του εκχυλίσματος 
δεν άλλαξε η έκφραση των γονιδίων της CAT και της SOD. Στο κεφάλαιο 3 
παρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα και η δραστικότητα της SOD δεν άλλαξαν έπειτα από 
τη χορήγηση του εκχυλίσματος. Αντίθετα παρατηρήθηκε μια μείωση των επιπέδων 
και της δραστικότητας της CAT. Αυτό πιθανόν να οφείλεται σε μετα-μεταγραφικές ή 
μεταφραστικές τροποποιήσεις της CAT.
Τα μυϊκά κύτταρα της σειράς C2C12 αποτελούν μυοβλάστες ποντικού. Τα 
κύτταρα αυτά παρατηρήθηκαν αρχικά από τους Yaffe και Saxel (1977) μέσω ενός 
μονοπατιού των μυοβλαστών τα οποία καλλιεργήθηκαν από πλατύ μηριαίου μυ 
ποντικού μετά από μηχανικό τραυματισμό. Τα παραπάνω αποτελέσματα 
υποδεικνύουν την ικανότητα του εκχυλίσματος στεμφύλων να ενισχύουν την 
αντιοξειδωτική άμυνα των μυικών κυττάρων C2C12 επηρεάζοντας την μεταγραφή 
αντιοξειδωτικών γονιδίων. Συγκεκριμένα παρατηρήθηκε αύξηση του mRNA του 
γονιδίου Gcs και μιας σειράς ισομορφών της Gst. Το γεγονός αυτό έρχεται σε 
συμφωνία με τα αποτελέσματα της προηγούμενης μελέτης όπου παρατηρήθηκε
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αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης GCS και της δραστικότητας της GST (Κεφάλαιο 
3). Η αύξηση των επιπέδων των mRNA αυτών των γονιδίων πιθανόν να προκάλεσε 
την αύξηση των επιπέδων και κατ’ επέκταση της δραστικότητάς τους. Επίσης 
παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης της HO-1 ωστόσο δεν παρατηρήθηκε αύξηση 
της HO-1 σε πρωτεϊνικό επίπεδο πιθανό λόγω μετα-μεταφραστικού ελέγχου της 
έκφρασής της. Όσον αφορά τα γονίδια με την μεγαλύτερη αλλαγή στην έκφραση 
παρατηρήθηκε μια αύξηση της έκφρασης της Aqp5. Παρόμοια αύξηση της έκφρασής 
της παρατηρήθηκε σε κύτταρα ποντικών που χορηγήθηκε η ρεσβερατρόλη, ένα 
αντιοξειδωτικό που βρίσκεται κυρίως στα σταφύλια και τα προιόντα τους (Takahashi 
et al., 2015). Πιθανόν το προϊόν του γονιδίου αυτού να παίζει κάποιο ρόλο στους 
μηχανισμούς μέσω των οποίων, αντιοξειδωτικά μόρια από σταφύλια μπορούν να 
προκαλέσουν αντιοξειδωτική δράση. Το γονίδιο Thbsl που υπερεκφράστηκε στη 
συγκεκριμένη μελέτη αυξήθηκε με παρόμοιο τρόπο σε μυϊκά κύτταρα αρουραίων 
έπειτα από χορήγηση ασταξανθίνης. Η ασταξανθίνη αποτελεί ισχυρό αντιοξειδωτικό 
και ασκεί προστατευτική δράση σε ατροφικά μυϊκά κύτταρα μέσω μείωσης του 
οξειδωτικού στρες (Kanazashi et al., 2013). Ίσως το γονίδιο Thbsl αποτελεί τμήμα 
των μηχανισμών μέσω των οποίων τα αντιοξειδωτικά ασκούν αντιοξειδωτική δράση. 
Η μείωση της έκφρασης της κυκλίνης Β1 που παρατηρήθηκε, έχει επίσης 
παρατηρηθεί έπειτα από χορήγηση γαλλικού οξέος σε λεία μυϊκά αγγειακά κύτταρα 
(Ou et al., 2013). Το γαλλικό οξύ είναι άλλη μια πολυφαινόλη που βρίσκεται στο 
σταφύλι και τα προιόντα του. Έχει συσχετιστεί κυρίως με την διαφοροποίηση των 
κυττάρων αλλά και την μη προώθηση του κυτταρικού κύκλου.
Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα από την παρούσα μελέτη ήταν πολύ 
ενδιαφέροντα όσον αφορά την επίδραση του εκχύλισματος στεμφύλων σταφυλιού της
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ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου στην γονιδιακή έκφραση των μυοβλαστών C2C12 που 
σχετίζονται με την αντιοξειδωτική άμυνα αυτών των κυττάρων. Επίσης πρέπει να 
γίνουν επιπλέον μελέτες για να διερευνηθεί αναλυτικότερα ο ρόλος της αλλαγής της 
έκφρασης αυτών των γονιδίων σε διάφορες χρονικές περιόδους χορήγησης διαφόρων 
συγκεντρώσεων του εκχυλίσματος. Κάτι τέτοιο θα μας έδινε περισσότερες 
πληροφορίες για τους μηχανισμούς με τους οποίους το εκχύλισμα ασκεί την δράση 
του.
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Συμπεράσματα -  προοπτικές
Η διατριβή αυτή είχε ως στόχο την απάντηση ορισμένων βασικών 
ερωτημάτων σχετικών με την έρευνα στον τομέα του οξειδωτικού στρες και των 
αντιοξειδωτικών. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι εκχυλίσματα στεμφύλων και 
βοστρύχων σταφυλιού πλούσια σε πολυφαινόλες με ισχυρή in vitro δράση 
μπορούσαν να βελτιώσουν την οξειδοαναγωγικό κατάσταση μυϊκών και 
ενδοθηλιακών κυττάρων. Το εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού της τοπικής ποικιλίας 
Μπατίκι Τυρνάβου παρουσίασε την ισχυρότερη δράση, καθώς μείωσε τα επίπεδα των 
πρωτεϊνικών καρβονυλίων και αύξησε τα επίπεδα την GSH και στις δύο κυτταρικές 
σειρές. Επιπλέον στα μυϊκά κύτταρα μείωσε τα TBARS και τις ROS. Μάλιστα αυτή η 
δράση επιτεύχθηκε με την χρήση αρκετά μικρών συγκεντρώσεων. Παράλληλα ήταν 
ικανό να προστατεύσει τα κύτταρα από την οξειδωτική δράση το t-BHP. Η μελέτη 
των επιπέδων και της δραστικότητας αντιοξειδωτικών γονιδίων στα κύτταρα έδειξε 
ότι το παραπάνω εκχύλισμα ήταν ικανό να δράσει στους ενζυμικούς 
αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς των κυττάρων. Η δραστικότητα της GST αλλά και τα 
επίπεδα της GCS αυξήθηκαν σημαντικά στα μυϊκά και στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Τα 
ένζυμα αυτά εμπλέκονται στον μεταβολισμό και την λειτουργία της GSH. 
Παρατηρείται μια γενική ενίσχυση του αντιοξειδωτικού συστήματος της GSH. Όσον 
αφορά την διαφορική αντιοξειδωτική δράση εκχυλισμάτων βοστρύχων σταφυλιού 
στα μυϊκά και ενδοθηλιακά κύτταρα τα αποτελέσματα καταλήγουν στο συμπέρασμα 
πως η ποιοτική σύστασή τους σε πολυφαινόλες παίζει καθοριστικό ρόλο για την 
δράση τους. Τέλος αποδείχθηκε ότι το εκχύλισμα στεμφύλων σταφυλιού της τοπικής 
ποικιλίας Μπατίκι Τυρνάβου που ήταν ικανό να αλλάξει την γονιδιακή έκφραση των
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μυϊκών κυττάρων. Ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι γονίδια που σχετίζονται με την 
αντιοξειδωτική άμυνα των κυττάρων υπερεκφράστηκαν.
Η διερεύνηση των αντιοξειδωτικών μηχανισμών δράσης εκχυλισμάτων 
αποτελεί μια πρόκληση με τελικό σκοπό την σωστή χρήση τους σαν συμπληρώματα 
διατροφής αλλά και ως συστατικά βιολειτουργικών τροφίμων προοριζόμενα για 
ειδικές πληθυσμιακές ομάδες. Επίσης ένα ακόμα ενδιαφέρον κομμάτι που αξίζει να 
μελετηθεί σε βάθος είναι οι επιδράσεις των πολυφαινολικών εκχυλισμάτων στην 
γονιδιακή έκφραση σε διάφορες κυτταρικές σειρές. Αυτό θα έδινε αρκετές 
πληροφορίες για τους μοριακούς μηχανισμούς δράσεις τους σε διάφορους ιστούς.
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Effects of polyphenolic grape extract 
on the oxidative status of muscle
FeC. OfitfutiZilT
and endothelial cells #5/^
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A bstract
A graae pomace extract on,1u.nced antioxidant meciuniaTis n muscle and e ndothdial cells both n the l is ic e  
and r  tie p re  an ce cl ox idit^s stress nduced ^eit te rt-butpl hfd rape rax ide |tBH FJl lr pirticj lir. nnvEcle 
|CTC 11) and eidotie lal [EAh f i  2i | cells we re treated wrti the extract at ncmcftotox c  conce itra.tia'ns 1b r 
14 II and tie oxidative stre ss mark* ra,total reactive axfgen necies [ROS),gkitatnbne |GSH), th bharhrhric 
reactive sutatnces |TBARS|. and protein arhortfl levels were assessed. The results showed that tie graae 
extract treatne it re licsd s ig'i rfia.Ttlf RO ϊ. T BARS. π  d arete π lira οτ* I leve Is and increased L i  11 n 
C JC  II cells, wnile it incresed (51I and decreased protein arhonfl levels π EAhfiSi cells. In the preaice 
ol tEHP. tie graae extract treatTient n C7C 12. c el Is re liced s g i rfio.it If ROS. TEARS, amd proteh arhcnfls 
and increased GSH camcraied w ren tEI IF alone treatTient w lile. in EA-hf! lic e  Ifc. tn e e xtract d ecreased s jgnil- 
iontlf TEARS and proteii arhcnfls hut incrased GSH. The antioxidant potenty cl the extract was drfierent 
between TftEcle and ei doti el ill cells su^: sting tat tie intiox lin t activrtf denn i  on ce II tpe. Moreoxe r. tie 
ant rox i ±l i  tactrdtfd tie graae extract in botn cell In e . exe rted. at last π part tnro^n increase ii GSH levels. 
The present work is tie liratto reiort tie eflscts ol grace extract shown 1or skeletal muscle cels
Keywordi
G m e e xtract iTAEcle ce lls, en dotidial cells, oxidative stress
Introduction
M at well Vnci wn 1hs1 ever} h vin u dixcrn an is exjxi-isd 
(jtuxxyxen liee m in is  under void u..·; cdiuhtdiK.
1'iee TL.'.hcjl.·; j t  jndduced under ]difsidl<Hiicjl a n d -  
1χιικ end jtTbajiale π drllerenl I'mic bxii dl the cell 
b  bTsigiaHiiJ jBlli Vay t, |4 U  ϋ  p n s i  m,
iidnn.il qttyfattfc, d id  phy iki kiuic.il uiLqil.il χιτκ xhin 
nu exeitne.' Iti ^ddrlxin, Itw radical· edi he jiti- 
diced under ulmimml ormditjunt tuch At ptidr did, 
tm tii™ , eiquhUTC tn κιτη/ntu did. uHruvni bt radia- 
Iv i il ''4 The trveijTdihichdii r f  Iree m in is  cjn cairte 
dXkLbve darmaue Id rniscrtindleculf:, fire nmnune 
syrfcnn,didiniKclitdid edi mihice ILaliu Lke. '''UtKW- 
ever, every hv niu drxain-an 1ms artxixkiuil tnechdi· 
i -ant Id uckbes.s l it  trveqixKkjcbdi dl' liee radial a. 
The aidK· \k Ll:i I pisNecbve Tneclsiin -an·, ad di dider 
Id Iw ji ahaldicehelwwii liee radical pTddudym d ti
tea veil w™. A diMurhaicz o f fliLtecniililmuin re-aiht m 
1he agrpcardice til'dadilive .-dre-it, a paflit^lrvutilti^i· 
cal ctmdi btm jitNeid lal If kadmu tti several dLteatft.
'D iM i-v -l  &  Buchn- ity  n t  Bukthrvdt^ J  α ·ι i f  d
1 \m .y .  La-dia. I j r t U .
'D lV k i t r t  u '  ^  a- ■ -Lay j r d  N i L r -J P - « i  j. i  C h o r i l t f .  
SdHd d  F t i~ O f. J  v j i  V 'J  A r ·. i  Fa -x m .Li-  u x i i  
A L'tj-i. ΐχκκυί
'□ « " !  -*-L d  n i l ' l l  l j  ird T u u .d ^
SdHd. J  « ill V d  G i M. Huat.tr. G a u  
U l W i S U r f h k  HkJ+. Butus “A  UGA 
h .  IdJ-viia Ό  USA
C t k  r d  j v i J ' i f  a u d i t k :
□  K d L T iU i .  Ο τ ρ ί Γ ΐ - ΐ Γ ΐ Ι  J  L u i.F -J- j r d  Ϊ · . ' ,.ό :  τ-j -j/f.
lk iw * f el Ihfcte*. ********
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■- a ! i  '.<1.- itfe .  Ll.y
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1 Mjwkb aid ixpMmtnal Tarcdogi
Oidilalive lire.® cocur; lieq itnilly  τπ mu-ale 1i.«ue 
exp(iied.1c reach ve cky  wen qiecie■; iE.OS) pied ucbdi. 
Fct eyainple, durmu m tnie eyeivi-i: fliere in a high 
T i t  of Oj ceitiuinpl 1:111 m 'A cttil miLicfc.·; Ml .I can 
caiTif iiL'isnj: Isle reducbdi and electriHi leakage 
Ιπιτπ flie eleclKHi 1raiK Ιϊ γ  clum  uk.1 If ml ki Mfc h i k t - 
aliiii c l R{>(i· cau·, m j cxidalive A H  and re-dilbitu m 
mirict: laliuue j k I cell (Luruge j k I apcptid.-L' ' 4
M (Tec ver,: lie Ίυ π  aw: cl flif v s  ul u fikL' I It 11 mi i 
hy eKidallYe sire.® iruy If i t  Lb wuiciri dtea-e.-L11 
A·. iicw-n hy Kclaira el al. and Haael and MU ler,14 ' ’ 
a ie\ki\ imbalance di endothelial « lb  Tf-.ilt- m mr 
la «  eipre-,-a(ii cl dilUn'erf endoeiehal cell ailie-,κιη 
li iclecu V.,·;, (ugwfitng I:l I ckkLuiI --be···· induces 
acide andclKH ic isli-i-ei c l I f ukecyt iilre -,κιη Ic lit: 
frdiNlif li mi i .
Due 1c 1h: adverse c(Hi *q uences di' cndiliw : 
sires; (hi liu in ji hoilAi, M his been sugue-ded by 
u; uid clliei'· Ml I ardic x kLu i1 vuppleinentil khi may 
re hew: lit: prtbllnL11 17 Thu-s ptiid liioib rich m 
iji  I κι \i(l.ud ; haw: been hewn 1c haw: hemlicial 
el'lerti (inhuman bn! i t 3  ih e r llt :  laiiseveral year;, 
grape eidracls and win: hive been 1h: a i i d  b f^ la >
I khi (hie Ic llfcc lining mlKindard prijierbns. 0  m 
re.-nardi gyeup ha; .-iiew-n 4ie.l grape edratf.; exhih- 
lied In uJi anboKiituM aclnily and prevented lltK^  
induced IJNA damage." The an be H(tnd sheets 
o f grape exlracti are aUnhuted Tminly Ic Ιΐκιτ rich 
pc lyjiieiKilic ccntenl.-  19
Th : aim of flie ]ie-,eid -4uv.l v was Ic lnue-digaite 1h: 
f 11: · . Ί b f ■ grape pinnace e d isc i neb π  polypltenuto 
cn lit: redox .-dal ικ c In i.i xdft and eitk< It I ul «Us h(Hh 
in 11k  ah Mice and m lilt μ :  -.fiice c Ian oxi.l ib vf ■; bf ■ ■ 
aueih. The inveduaboi c l 1h: anbcKKlajd ellecln cl 
lit: wrape ediacl al ,e ie « U iilij level wculdhelji miitr· 
ctuidnui lit: lnekeuLu medianmn-: Iticiiuh winch 
1hn ac1ivi1.y n eiiertd. LSecaine n uch edrarti are irved 
a·· Iced ·4ΐ·ρτιkfirheiiti, underdandmn 1he f i t c h  cl III: 
exlracl cn1lt-,e λ  qeiri·· v, dh] (H1u iI. Sell andclnnalv 
ccndilviiK ailed 4ie ]diencbc ainjidnlvm  cl' the 
urapf-; (hie huts m llirace (hi hKichon ical lyn'flif -j  i 
c l llic f ((injKHiitl■>, aid « hi-t q iwilly, lilt n u s t in ·  
1κιη cl III: hicl(iuK'al ]ic]ifrlif'. ul' Ideal vanelie-: akc 
is  iirpcTtuiL"
Materials and methods
OwmicoJt JTCftftJr oj>d cultuit medium
D uHh c c c '-: mcdilied ta u t medi.cii ·;Ι)ΜΙΛ1), Iflal 
Ικγυ me -.fniin ΐ KbtSi, phe q ilu lf-hu llfifd  -ail me 
and byjiini werepineli^^d Ιτίππ <hhce ^irand l-.Luid,
New- V e t , LJ!i.Ay Terl-hulyl hy-ihcpeic\i(t ^IttUPX 
2,T'(helil(HC IliKif-.(fin (hacelate |LK?l'-QAi, mereiny 
craiue, tielUdiiaeebc acid ^TT.'A), Tn-i^hyihcinffliy- 
I iamntnnfflian: ( [ τ ι ί , -icdimn snllata ^NajSi)^), 
I-llncl'jHriunc acid ^ΠίΑ), and liradlcTd'.·: ifauenl 
wfi: puR'liavfd Ιτίππ S-njma Aldnch (Sri. Lem··, 
M sm ri, UliA). Cell jmi li lerabiHi h i  LI ί,ΚΓΓ} wa-i 
]■ m J i - f '.I Inim Kcche Duunc.-dv.-: 'M.aniliin.,
{iennanyy
£jftnKt JOTBjacmtHJJi
The ffape pciruee eidTJCI ιν-Λ·: prepared Ι'τϊηπ 1he 
{ireek ί-'ϊΓϊι μϋι^ττα vcnely bf LSabhi Tym ivcn  |red 
nrape·: hcw-ii m eertral <iree«). TheeidTJCI nclalKin 
iva·; pfTliHineda·; d ftn h fd h y  VenhiHiki·. elal.previ·· 
« id ]fB  In hnet fte raw- inalenal w-a·; dried m a 
Mimh, W'ell-vert i lalfd p lace and extracted wi1h f!:L · 
n<il al 5(l0t.’ I i i i -ί h. A her lihralvin, lit: .ail wail 
W'i·; e (apiHaitad under reihieed pre·. -aire, and 1h: mil- 
due lurape peiruce eidrad) w-a·; lrepl al -Κ Ι^ί.' unbl
I UTlIbl IJ f .
{ ’ 2t’12 muicle « lb  were filled  Γτϊηπ Ρπ ιΓ. Kiiuhi- 
lien-i ^NalKinal and Kapcd i -drun Univemly cl 
Α ΐΐκη-..{ireeMi and tiAJiyiQb « lb  Γκηπ ΡπιΓ. Kcu 
Vcu I l·· ^LJnivei-cty (if T lK iii ly ,  {jree«). All cells 
were cuhined m niTmal QMt!M hhcc, UK), cere 
lainniu 1(ί^ v^. v) FfiS, 2 mM l-r^luljnine ^thhcc, 
UK), 1(1(1 um Km l. cl pen Kill in, and 1(1(1 uiab.inL. 
(il· be|H(Hnycm ^{ίΌκϊΐ, LJK) m ptiitcdiqviiahle ts- 
luecultire lla-i.·; al J T d i n  5 Ϊ  cafhcn dicKide.
Cell k,iL,b.i.l.Tr' i'iSiV
{?ell vulshly Wm ai-e*ed irinui 11h  X T T  anay h i  
^Kcche). Ih iilly  , « I I  Ime-; were siihcuhmed mlc a 
-vwl I p tile Unit 1 K  1(1^  and 5 X 1 (I1 « I  b per wel I 
f a  C2C12 and t!A.hy*L2b « D  Iit k , Te-peclively, in 
UhttiMmedimri. A her^ ih  meuh ib(Hi, 1h: «11·; were 
ireiled wi1h dillerenl coicenlral k h i c f the urape 
ehracl in (enun-lree DMtiM inediuin Ι(ΐτ2Ί h.Thfn, 
5(1 jiL  r f  JfTT led. selidicn, which w-ai prepared hy 
mix mu 5(1 ul. uT X T T  labeling reaueid with 1 ul. (if 
ehclnin ccuplmu Teauenl, w a·, added hi etch welL 
A her 4 h o f  i i l  u It  b(Hi, ah -xifhance w-a, meai ured al 
•15(1 ίηπ and al.Miai (W(l inn a·; arelererce wuw:lenu1h 
in a tho-Tek tiLy Kl(l lmcniplale reaita1 fWinMbid, 
Vermcnl, LJK-A). DMEM .(enun-lree medium wai 
u-ied a·, a neuabve ccrdniL Abo., iK c r lt iR 1:  of lit:
Cell culture conditions
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(ia.'trft.'.'eiK if  al
Drape eKtract csticen tratii«i di IJMI.M ά ι π ι ι
I Tee median and \ T T  test sill.Lien was 1e-Sel at 
■1SI Tin. 'Die ahsorlunce values (i I Ilk prape ett tracts 
altue im t  suNratfed Ιπιτη 4iiiie itamed Ιπιτπ cell 
ll: ιΙίΙκΠίΙ Willi 4 k  .Τιl'·: CKtUCtl. IX .li Were calcu­
lat'd a·. peicenfcpe ill iidnliiliim In- Ilk  firllowrnp
liiTmub:
, . , (W. (t)Oci«i1nil -  t)D .ianpli)I tin Ν Domini —------------------------------------ 10 0
O O tH m U
ν,-t re  {>LLTJI..i  jjid i)O iBIEk nitbt-jled 4ie ty I val 
demtty ill Uk tKBilive ο:·τιΙτ·:·Ι and Uk ta.ded oiim· 
pounds, resp«.lively. All e=qiemnenti were earned 
iiul di Ιττρ hcale andon at lead two iejiarale ocaa-aons.
Τ π & π ΐΜ . o f C 2 C I 2 and EAhy$2f> celis
Γ 2 Γ 1 2  and tlA Jiyy « I  la were seeifad m culture 
I la-A ·. and incubated Ιίιτ 2-1 h. T t n ,  lit: lnedrurn was 
remti ved a id  replaced wtlb .serum- liee m*.b uin « n  - 
larninp I Ik  prape etitracl at tm-mioj. k· !■::>. »_■ concertra- 
Lh b  (2 5 -1 0  μ^-ιπΙ. liir C K 1 1  a id  (UtlMi (1.2 SI 
up m l liir I!A .liy'-J2-:i cells), followed thy incubation 
foe 24 1l
for dush-mp l:k  jirilecbve d ie d  ill the prape 
eiitraci apantsl 1BH P-rnduced ii>tida1ive stress, 4re 
urape eKtracI was removed altar 2-1 li os U 
wTill prape eiitraci and replaced willi ineih urn edit am ■ 
rip Li Μ IΓ ((13 mM ) followed by 31-mm mciihalKiiL
b'of a·· -.niv 11m iucdative ste is  markers phiT
larthiiiie (tJSH), ROS·, Ϊ Β Α  r*iclive suhilartes 
('[ 15-Λ I·’.S.i, j i J  ]»-.■ k ci carhiiiyl lereh di celb eiflieT 
in prape ediacl aloiK or di cotrertmenl -wifli MINI1, 
lit: cells were Lryp-anuwd, collected, andcentnl'uped 
twice a lJiK Ij; liir 1(1 τππι al ί^ΐ.’ . A her e^cb certnl'u- 
pabon, I lk  su.penialarb I'.u.l di carded aid 4ie 
cel hilar pellet was resuspeiiitadm PBS. Altar 4iesec- 
iiidcenlnlupabim , 4ie superiulanl lludw as uwd liir 
measutdip lit  oscdaitave sire··:·· markers.
flnv cytixn& ik. anotysis o f C ΪΗ and  ROS Je^ Jli
'Πκ ηιΙτι.ΐΙΙ.ιΙιΐ ΐϋ·Ι1 J t l  Ιΐίϊί· levels were .i.·, ■£■, i k I 
u-j iu  men.-inj iirarwe J id  UC’K-DA, reipectwly. 
In jiirbcuJj, 4ie llutireiceTti rnen.-ury iiraruie Ή bid·, 
diwclIjtiNilSH, wlnle D i’l-'-DA Mlbn celt: is daice- 
iylaledlty etri-ki·: J id  luTllieT ciinverledtih ll uiie-i- 
cen1 Ut’K hy iiiaiLabve ^cluni of litft. A -1(1(1 pM 
stick .-silutKin of meR-ury iiTrraiue was nude up di 
κ ϊ ί Μ Ι  tfW ·) M i’ C, wlole ■ lies l i -1(1(1 uM .dock 
sill ib urn of DL'K-DA v,-· ]!re]iired in rne4iJbiiil. 
To is.-Ess 1lie iiSH  j d  Hi)S levels, 1lie cells were
1
rei impended m PBS at 1 X 1(1* celb/mL. J id  incu- 
hj.td in 1lie jie-knce iif  meK-u-n- iranve |-1 (l pM) iir 
LK:K-DA (Κ Ι pM) ίη I lie- dark at J37T liir 3t\ rnm. 
'Πκη, tlie cel b were wcslifd, revu-jenitad m PBS, and 
Ί ulnm bed to flow cyiiinebic J u ly  9 9  u liiv a l-'Al.'S- 
can flow cytimeler fbtactm l^ckm-Ki-n, It j i I J iii 
L akes, New Jersey, L^SA) wifli batdUr<n andeiniv 
SKin wavetarui4is at -IKS and 53(i inn liir R{& and at 
1 1W and 5H(I nn liir ί j SH, respedi vely. A hi^ Itirward 
an pie and n di I anple hplil scaltannp J kiw inp 11k  cel I 
slm and cell irternal ciinpleurly, respectively, were 
τπή: -aired, i ’elb were analy/ied al a flow rafc of 
1000 event!.·.s. A ru lyts were peTliimred on Kljlldd 
cells per sairrple, and lluite-Eence m tnsrlres were 
measured on a lounrllinic scale of four itacadst of 
Isw o f lluorecence. Itat: were aruly/ed usmp BL> 
t?el I fjLiesI soh ware |Bec1on Lhckrihin). L!acli e^pen ■ 
ineni was reTiiv.bd al lei-d 4iree Irmes.
of 7MRS Jei'eJi 
by ^Bctrejj^otcmeuy
Pot TUA RS debrirnnal km, a -J u III ly modi lied, as n y  
of teles el al." was ased Celhibr su- i^ensiiin 
(■1(1(1 pi.) *  400 pi. of PBS l«r (he Nark were linked 
will· 31(1 pL of 359i TL’A and 500 pL ol' T ri>  
liydmcldiinde (Tn H O ; 2W mM, pH"? .4) and incu- 
hsitad lit 1(1 mm ail room leinperature. Altarward, 
1 ml. o f 2 M Na,Sf>^ and 35 m Μ T BA .Sid ul lisi were 
aditad, iin.I I lie crnples were mcululedal SfS-’ i ’ Ιίιτ-15 
iiii:i. L lie crnple  were ciKhledon te  lir  5 mm and 
aher adifatui 1 mL. of"?(fi· ΤίΓΑ, 4ie crnples were 
ringed on a -vortn. 'Πκη, 1he -unrples were centn- 
lu pedal 15 y. ftr 3 tnm, and 1lie aJi sofhance id' 4ie 
siqieniatiit Iracbim was read at 53(1 inn. T I ih as-ay 
req unes -r3(l pp ah-so lu b amo un I id' ]iii lem in 4ie les I 
sanrple. Total plaona ρπιΊηιι was evaliuled u-anp 
Bradliirdas-uy. {^alculabon of TB A R S concenlmbiin 
was lu.wJ.im 4ie rntdar etdinclrtin coellicTent ol'im Ι­
ο ndialdehyde. Lack eitpernneid was repeatd at least
iheelnnes.
A j j e s  of fjctein oorboryl Je-delj 
by ^Bctrejj^otcmeuy
Pnitam carltonyl iklerminabon was liawd on 4ie 
melliod sri' Paftoukis el al.' In 4n.s as.-uy, cells were 
1iyp s di ι/ed, waslwl willi P BS, and I It n lysed 1  ^.som- 
culiim. Ilh iL  2(1(1 pL. of 2Φ-. [t.'A were aditad tin 
2(1(1 u I. of cel I lysat, and tin s im 4 ure was iil 1 iihak:d 
in an v e  Tialli Ιίιτ 15 imn and certnliiped at 1 5,(KI(lp-
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4liw 5 ιππι a l (Γί.’. The (uperndan I Ιτικίκιη was ch> 
caicbd. AlsA 5(1(1 μι. (if 1(1 τπΜ 2,+ίίηπΙπιρ1ΐίΐΐ)·Ι1ι^- 
draaiik: fD N I’U; m 15 N UTI) linthe (aanple (it SKI 
μι. ΰίϋ-ί N ΙΗ.Ί I 1ti± hliiiL (MmraAldedKUhepellel. 
[h i sanrpLs y.eic mc'ulidid m Ui-= d j ik Jl πκιτπ 1em- 
peral id e Ιίΐτ 1 li, will ci lenm deni im ώίηι every 1 5 mm 
and Vieieoaitn lilted ad Icir 5 inn ali^C-TIm
·. upemalajd liarbcin νκη di-icanled, and 1 ml. (if 1(K^ 
T C A  wa( adcbd Id Ilk pellet winch v,-·· mixed and 
cert-nliited Jl 15j(l(Klji; Ict 5 inm Jl 4 T ’. T i t  (upend ■
Ian1 IracbdnM l di-caided and 1 ml cl :IIl : ic I «thyI 
aoetile :1 v.'V) iva.·; added, v<irfc;^ «d, j ι·.I ■_■= τι:-τI.i ted 
Jl 1 5,(il(Ur Ict 5 li.in Jl -Τι.'. Thm γ,-ajintt ■ fcp Wb  
repealed twice. Thf vupentalanl Iracbcm was dut- 
cardsd, and 1 ml. of ί  M inea ^pH 23) was added, 
vdibxed, and mc/ululed Jl 3 ? Έ  kn l i  mm. Ή β  sam­
p le  were cenlnl'iited Jl 1 i,DD% for 3 mm J l-V t’, and 
llie iK c r l- Jioe v,'-· read a1 i? 5 nil j. {.'jlcuLboi (if 
pnitm  i j l 'c in  I amceTtralxm v,c·: lined (in Ilk 
molar enDncbdi cd ill'iikiil (if I3NPH. I Ik a.-Hay 
recju Di ( -"*3(1 μ^ ah «ι hi1e airai uni ol'picilein m 11k  te l  
■jirple. Totil plasma jrcikeoi was evalualed u·,mu 
liradlcnda-Hay. Hmli expeninenl wa·, repeaksd ad leaisl 
11ms; times.
St.Lrt.'Jti.MJ
L>a1a were aiuly/edhy (me-(way analy-as of V a i U I  
Γ(ΐΊ knvedhy IhjicielL's led IciTirmhiple paDwi-iiaim- 
p srim L. Tha level of s tell.dual situ ilkance was set 
j l  p ·■ (1(15. Fbr all stjli.dical analy-krs, S.labdical 
PaoVate lin Soci a I Science·., vera ion 1 3.(1 (JP  SS Inc:, 
{.hic'atht, llhitns, LJ S-AJ Ml  ib h L L)a1a an: p m iu lu l 
a·· mean t  StM.
Results
ajmJxiijtjfjjj of the panott
ertnrct
The pcilyjiiendlic· aimposilicm of Die edracl idenli 
lied hy 11.pi kl dmnmkiur.qiiy1 hiiih-w-idlulKm 
-.peclnnneliy ^Lji’ TlRMS·) melhtid di pci -alive and 
neuabve mode ltL( hwn wpcrled pwvxiiKly, aaid i1 
is οΙ.-ϊι  j i i  'til bd ltiiiui ^Tahle 1 ) Ict reacti' ( am (ϊ - 
11 t e n Th ικ, flie edracl ι ·. aiinpchdi (ΐΓΐΙκ llawm -3- 
(i Is, catjchm, aatl cp talech di, iTaced al —  3.K3 mm 
andiVr — 5 f)3 run isperb wly, anddetorledin pn.at w 
andneuil ivemtid: ha-iddii III: c p -kuddindleciilaT icm s 
[M-|- Hf" Jl im-H Kt dtniie ralxi ) 2ΪΙ1 .(I(ift3 and 
Jl m i 2JW 1(17(17, n r « l iv e ly a  Mcmrciv», 
Ih: Ida J h i  cl i|ncjkfdim-3- uzILle wa.( idriblisd Jl
Mjwkk -rd £.(|te,T.rii,r'iil Tovcdog·
Table I. r'ayyrc-ia c cdm»avcin d tid td  :·γ ι ί  
LCHRM Smeliod jr>d TPCaf tie grape t x r  j c i
Pd)pl>ef>Gb fnkl)1 m i [M









Ijln w H eu ^ filili Ϊ.15 +11.0816 [M-M]-
AnriHcyjrtclfts
Cyandn Ϊ.25 459.1+E7 fM μη-
KihHdn 11.74 311.0812 [MlH] +
De η  Ί I t 119 jaiJMW [M-H]'
Pennckn liW 3I5JQ5I4 [M-Hl-
ΛηιΙκι^ΊηΓύ
Hy i π i J J 4&3U9H9 [M-H]-
Κη ί β ί Ιί IU 3 +I7JW35 [M-H]-
Oenm 4.72 • Ι Ι » [M-H]-
harU K U M ioH ld· 5_7i 44JU215 [Mi μη-
Pherak ϊ  ±QAc jed 0.78 IKUI47 [M-H]'
Cifunc jed 24 Id 311.019S [M-H]-
Qutfceri ΐ . ί ί 20UQ357 [M-H]-
Kicnp'hrGl




_C--FWS c .  i  cr-ϊΐ· jtiy jj.'y  h^-fiutf J. v  -ikillfiiΟτύ- 
■ iky. l^ 'J xfysLeTf (.ur-krl ι.Λ TiUUlfopHie 
djdj μλ' ί Ι ί . Ι ι ΐ ί  r. t* iL-Si trj VUC i^llHl^
ι'Ί- — i j j  ii .□ li±(id  cm its piikJcim i lecular κιη 
[ t i -  HJ” Jl D ii -Μ 1 .(K lb.a  In adch-bcn ,1lkr aithcicyan i- 
dan Ci' jU'.bii, ιηιίνκίαι, delpluiadm, and pibiiD'hn 
^■enrdefcckslal *1.25,11 .Ή ,  13.55 ,and 15 imn haced 
(in 1liiD ccirti-pcmdai u p -iiickiind lec'iiLj' i m l  [Μ —H] " 
alm  ^ (H .l-« 7 ,  L M -H lfa l m ?331 .(IK 12, [M -H J-  al 
m,1 3(11 JfE5y, and [W -H J"  Jl.m .l 3 15 J(I5 lb , nupeo 
l i v e l y . iTultkamdie, the an1hdcy.aiDm, myrlilhii, 
k x -.t i./ ic i, ciiiDii, and peondm - 3 - 0 ·uluai-act wtmr 
al S.53,1 (Ib3,b .72,and 5.7b inmha.-,edcm IlifD 
ccrti-qKindinu p iu d c im le cu L i kitk [M -H ]-  j I jdi·; 
■Ib '/ iSK f, IM -H J"  J l jdi.·: d-17.(H3y, [ Η - Η ] ~  J l jjvi 
■iS l  .1201, ajd [M t llf "  J l m'J lb 3 .123 5, nr.^ecH wly.a  
The lli(cncL',q.fci(.ib:i al ^  —S 3 b  imn J k l  la t ir p  
lenH a l i t =  15.7S imn wenral -xi deleckrdha-krdcm flieir 
peudcimdleciilaj i■:■ i [M -H J-  J l m h  3(11.(1357 and 
[M— HJ— Jim ,1! 2K5.(H(I7, nripedively .*  Λρϋτΐ licun 
the aherve llawiiviKlc, Iwc ]jiiiidhc acidc, ail lie and  
— (I.7K mm) and ciftaric acid (A  — 2b.IK  imn), 
ivenr alvc ictnbltei lined  cm llkn peudcirKilecuLij 
icim [ M - H f  a l m h  l*yj(H-fl7 and [M -H J"  al Ws 
3 11 (L B  K, le-pecli ve ly.^  l-'mal ly,1lk: k· til pdlyplwicilic·
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Figure I . O t v jo ttf jfttf -icjiiKn; wiA it* y n  :-l 
t - τ ι : :  j J |j| CM  I'l cd s  ιί j |b| [A Tr'TCb : t  i  The 
t i  j  i  f tc r ts tn ;  t *  in tr i -  ΐ-ΕΗ a f  -deo ?·ι3ο ί: 
eypt f  mtj-iii an ted  out n  i  ^ AuM 'p  r- 0 0 ’ u ^ fc ir d f  
* e  aw m l v * jt
cel I cc nut-; «asm Hiuieicenre (ΝΠ.Χ.Τ· L>A ( it irracuiy 
(irauie JiT>s :■:Ti:i wn m l·' iu ure 3(a) aid(h), wipedively. 
I It ιγκ  ,ii I In  ne-fence mtnaly valif-i were e vul mled 
u vniu lit: L$L> {'el I <) ιι: d ,-χι I tv. aid i*  esqne-iied a.
percertaH: (i I’llif ccrtml ( urtTtaledceUs) (F: ltith 3(0). 
T 1 : alnκ i l l b f C C l 2 celIs with lit uTapee>diac1 aliii-s 
at c i iic e n lr a liii ic l 5 and HI uv n .1 . reduced ΙΐΟϋ 
levels .-Jali-Jically duinlicailly ly  30(1 \ 1 (I1 lift  
aid47.ti(l \ Ji-5ft, re-ipec-b vely, ciin-ia-ed widi die 
control cel I cuh urei (K i a ure 3(c)). Moreo ver, lit: How 
cyloineliy analysis s l ic e d  IJ12.I diee>diac1 treatment 
uicrea-iedii 5H levela hy 151 ± 2K.3ft, 119 ± 2 7.2ft, 
a id  IAN t  33.7ft at 3 J ,  5, a id  1(1 ji^,nnU respec- 
1i vely (I-'ili ure 2 (c)).
L.ile R ift  levefcj, arqie eylrurt treatment Tedu«d 
1 linn licaitly TLSARK- levet ly  2 i l J ( l  ±  l.tfft, 
37.rt> ±  1 .7 \  ηη454.(Γ7 ± 22%  Λ  25,5, and 1(1 
pu.mL., re-peel ively (Fijpun 3(c)). Ι-'urlTienmre, die 
urape ettliiscl 1realmen1 e=<!ln h led a .-a un lic a l HKiic- 
1yin in jio  b m cahtny I lewis hy 211(1(1 I  5ft, 24 (id 
± -1.3ft, a id  21Μ  ± %9% Λ  2 .5, 5. a id  1 (I jiijin l., 
respect re ly (liu  ure 2 (c)).
eortert ol'die eKtracI u s i e val m1ed a id  lin jid loh*  
h4K mu oT a .1 he acid1 gb f Of had *
of grqpe fjrtract on wahility of C 2 C I 2  
and E A f y  926 is-JUi
T t  !ΪΤΤ  a.-Hay vsii u ied loss f  1 ( die elleob oT urape 
eiftraclcmdie viability ο Γ ί’2Γ12 aid L!A.]y92h celb. 
T t  re.-aills showed that 1he eidjacl at con cert ratio its 
t>l 0 μ^ιπί. -.lUTnlirailJy nKhiie·; \ L·!· il 1 (y cl· 0 3 0  3 
celb (Kinne 1(a)). TIiu -h 1lw e^1rac1  o: 1 ncertralynet 
.-ielecbd Ict I l f  ilu.lv were 2.S, 5, and ΚΙ μ^'ΐπΐ., 
v, :ndi were li'.i cytikixic. hi tlA JiyS3ή celb, I lf  
eictrael eylnhtd  cykitm cily a< Icuer «m certctciii 
απΓηυΐΐ.Ι wifli C X ’ 12  αι11ι(> ϊ^ υ ΐ 1(h)). lipenlirally, 
cyltiltiMC artvily cccuney.1 al amcertrabcitt ^ 6? ί  
μ^,τπΐ. (t'l^iiif 1 (h)). '[Tieieliie, l(ir 11h  t!AbyiJ3fi 
cel h, 1tie eytrjcl mncenlral κιτκ v x k  (ΚΙήΚ, (1.1 35, a t!  
(125(1 μϋ,τπΐ..
£$reti of ertroct tm7t7;BJ7t on ofidotivt 
itrejj morJcflrj i n C 2 C ! 2  criUr
{)iadi1 ive -Jw-st iva.·: a.«e*fdhy lliiiv cyiiineliy uarat 
LX7K-QA a d  meiciuy ciiihw  liir R{>!i a d  {JSH, 
ieij»c1 ively, a d  ■:peelκ 51 btiltnnetncully liu TLSARIi· 
a id jv d t iii c alvuv Li. I h dtwrarl·; dsTKiitilralmu lit:
£)fe;ti of βτφο ertnKt tTBOtTient on ο^ίίίΛ'νο 
jtrtjj morJtflrj in EAJy9 26 ceJJj
I If Inftiwian-: deintiiKtralirai die cell λ ίπ ι t·, '.erm·, 
Ilmne.·:cence ol‘ D C F J lA  <u ineiciny cra iw  in 
t!A.hySI2h o=lli alter urape eyliaci liealmenl ae 
.-ιΊϊ ι  wn in Fig me 3(a) a id  (h), ie-pec1 ively. 'Hie le·; ul1 ■; 
Inirn 1lie llirw cyicmeliy amlysi·; -ilviived dial Hape 
eylrai.1 twatmert inoa^nd. .iiunilicaiilly iili-H levela 
lty ahtiut 15M  ± 2ft a lh id i(IJ W  a id 0.1 35 L. 
ccncertralKiTK (h^rne 3(c)). Msmsiver, I t  irape 
ey1rai.1 dfintu dialed a. .gmnlicaiil deciea-ie in puNem 
cabanyl levela hy lhJid L i.2 ft, 11.7(1 ± 1 J f t ,  a id
10.(ΚΙ 1 4.5ft al cdicentralk ii  1 uldJdhtt, (M 35, a id  
(125(1 u -^inL. (t'-m ure 3(c)). Hcwever, 1t  ROS a id  
TLSA Ri levels weie mil allecfcd ly  die enJiad tnail- 
irtenl a1 a iy  ccncertrabcii (fimne 3(c)).
Pjotoctve of £.ro fie ortroct on 
tBHP-indiKeJ oridotve a re a  ϋ π ί2 ί / 2  c-eilr
I If Indiwran.-: Ircin dev. cyiiineliy deimiti'tralmu 
Ilf i.e110:1 xit·· veniK IliuieicenceurUt.T'-DAuTTner· 
cur,· craiue uted l i i  Ilf -Jammu cl R{& a id  {£13, 
w-peeb vely, m i.'2 i .’ 1 2 cells alfeTcctiealinert ivi "1 urape 
eylracl a id  1U1F j e  sIkiivti m I'iume 4(a) a d  (h), 
leipecb vely. Reuardm u 1t  R {£  leveti, IbH I1 lieabnent 
had mi eHed «nnjiaed widi die imtealed cel h . '[ In 1
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ΰκφ φ Μ Ε ϋ sf a! 7
F ip u i d Ϊ . E tc s  aJ,j n « τ jc i i tE T u n it ir  2 i  h ατ * c ξ·:ktatin jr ts s  -nartocn ί EAlgi926 oc i  |j i The h .nqgn i </ 
cd  o jjtj i j i t i i L t  erf lOJOOOctifi j-jysed Ji j - cv.· : f :T ic :: "O f : n  3toj j SH Γΐ_! 'ϊ >-£1 ι ί ι  :■* 
dncc.ona,r,Via^eKerice jir^-tS a jrd  SiO ττη u :■* iv :u :- i- ij- id  ίπίΛΜίτ ■iw^ct-gr-is · ™ : ' ί ΐ  IbJThehnqjm u 
iu w  ~L· :e  iojncs '■ « j:  : j y ^ s i : s  3  IGjKB c-sL 1 -iiysed isfef b 'taw cfxtτ ι « Γ Ί »  it>e J i : : : : ί  3  ROS. ΓLI 
κρΒ**Ύ3ΤΙ*(1«6Ε.ατα·Γ,ί ΐ ( τ * κ β - «  J in j*3a  j-id 5J0 ivn js 1 *  tHCi'am τ jrd  em saafi w ^ it tf ijr is . far
ROS m l GSH τκί i j '?ti sic EKtiffiL· c m  w e e n * xldk I wnli 10 uM DCT -D A J!d V) jM m trc jy  era -gc. " ΐίρ Β α ι* ^  
Ibr JO i n  e  "i?'Z TheceiE w e t itwii 'o s  tkI sjs μ ί  3ej wn PBS. r d  1 -Ti-fisJ t w  <γτι t k :-/  jj dex n fi t i w j i  
j 'd  merr id i jed -i τ |t) E~s: ^  an ROS. OSH. TEARS and p ra u r a  ita  τγ kycLs l i t  shown TEARS md j--i  :sn f < j  
w t t  assessed 5/  ; μ : · ; ; τ: ϊ ™ :!·  A ^ues i '-  jr ts v ii:  d as i t  Ft -nun ±  Ϊ Μ  d  : v «  τ }:■ &e t }:■ t: s o e -m ira  
'*.· c 00E s^ cs: a (y  i j i r i a n ;  : · ιnoa-:d η,ίΊϊ  τ α  ΊΊττα Ι j 3H f u ^ r i^ T t . RC6 r t x T 4  i v ^ i t  i k u  D C r DA 
i.7 -d (H a ra lb o n u A  daccLxse. PBS phasshn. ϊ Λ « 4 s t n t  TEARS, Vi etu r^zJnc f t i > t  s i i - j i d
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SHfVtEfai i f  i
ir^, Ik  due i£i :ic n t-J itsI xii of Iree radicals lr,· llic j i I i- 
cxxl j i I ineclkJD-ans cl flu « 1 1  \e.v. { 1SJ1 ) j x L λ  ti 
it 1 -.Ί K'li u i 111 olher πκι lecules. T h u , aldid uuli 1 1 HI P 
practices It m  radicals, 1heii “ free ΓοπγΓ  was net 
oliserved. b"w exasnple, we oh-erred a ibcnii.-,e m 
ίίϋ-Η u ] an increa-i: di T BA US- (b' iv ure 4(c)) aller 
iBHPlreatnenl, "uh.-Jinv dial free radx.-al.s imQtad. 
w-τΐΉ <jK-H a id  lipds. HtvriVki, llul r id llh  showed 
Ml .: I n d n n l i i f Q C l l l i i l l l  ■', iLi Lli>= urape edrad  
al csiicenlralKiis cl· 5 and 1(1 jiiyinL., klsire  MMiP 
adinniisIralKin, reduced ■: j  τ 11ΙΊ 1 11 v R{)S· level·; 1^  
3 0 (1  l· 5 ^  Jiid-fl7.ίι<1 I 39£,r e je c t  vely, compared 
willi iBHP akin: Ireabnert (biume 4(c)). M h H id r, 
llcw cy t'lric by Jialysis -viewed Ik :  (he urapee dracl 
1rea1 ineil mcrea.sed {JSfl levels .njtiblicainljy hy 
22.(10 t W X > 5 4 jM  ± J i.T i.a id lT JfK I ± K .3 ^ a i
2.5, 5, d id  1(1 re^iedirely, compared wilh
lBMPlrea1mert
Widi reLtud die e Herts on lipid pern odJio ii, 
g ^ t U h i d ]  ndiilnled juiNlicanlly iBI-lP-inchieed 
increase τπ T BAILS levels hy 51 .(1(1 ± 12.3?ΐ, 
52.4(1 t 10L4&, J id  3 t ? 0  t  Mi-I K  al 2 5 , 5, did 
1(1 jiL^mL., respertively (hi v ure 4(c)). Kindly, (he 
urape exlracl decwa.ied iBHP-induced ί H a ra ss  di 
pnrfcui carbonyls by 32 JOO £  S.]?^ 3120 ± 
44'ΐζ, and 14.90 ± H.49£al2.5, 5, asxl Kl·
respectively ( f i^ in  4(c)).
Eflreti o f gr* # * 1 oJftnKt on tBHP-ijiduced 
cr.idirt'VB jrtrpjj in EAJrft2(> «Mr
L Ik his lev rant-, --Ik'w di:  1k  cell csiwits versu-.11 lkij - 
escence o f L>i’K-L>A or mercury oranue in i ’2{’12 
celt a lt: «itm tnenl v, illi urape extract and UU IP 
are diown □ Fi mire 5(a) and (h), reaped irely. Intxii· 
Ira-i ki t."2L.'l 2 celt;, die urape exirad d d  m l chanue 
I4C>S bvels m KAJiy92i celt; cdnpnwl widi die 
1 BUP 1rea1 inen1 (tiinne 5(c)).
Hsrwevei, urape edrad.s ndnhitd ■ivinl'h.1 Jill·, 
iBUP-UKhiced decreai: di ΐ j SH level·; hy H .3 I 
4 .6 ,10.1 ± 5 2 , asd 15.4 ± 3A% a1 (l.iki K, 0.12 5, and 
(125(1 uiyinL. (figure 5(c)). Mh H I h , die mope 
evtrad a via Heart ly di lift lied 1 BHP-Diduced i k i o h  
in T BAILS levels (ty 213 ± 3..1, 20.1 ± 14, aid  
17,7 t  3.4S m (UflWi, 0.125, and 0250 ji^/inL 
(fin ire  5(c)). L.ike ΐ  BA ILS level·;, die vrape u 4 d  
■, iviii licasl ly mlnlubd iBMP-nduced la m ias m ]πι- 
1em carinmyl level·; 1^ 41 J(l ± Κ3ΐζ, 20.2 ± 4.0ΐΐ, 
and 2K30 ( Ί  Jl Cl .(IWi, 0.1 2 5, and (125(1 .
re-ipech ve ly (I'iviec 5(c)).
9
Discus rbn
In die ]ae;en1 ■-tuvh-, we m w lu a b d  Ik  ptit-ahlc 
enliiTteinert cl' I k  jr lK 'X k ljil Tneohani^n; (iΓ a 
vrape pcHnace edrad :ich in pclyplm cb in die 
alienee cr presence ί>Γ an smtLnve .sire.·:;-induced 
aaienl (in mu-i.-le and enckrikhaJ ceDs. The [rape 
pomace e drad.s wac; Kdlaled Ιπιπι die < seek -P vj'n:' 
Jen.i vanely di' Balilj Tymawm. In a prevurai .diuh-, 
we have d eriilw l die pclyjiienclic cdinpotibcn cl 
1k  ednsd and have .did wn in νιίπι dial H p f u n d l  
stninv aibi.'i.i.Lail actvily.'
Dm redilt; Jiowed 1hi1 vnape edrad 1nn1 inenl 
wilhoul I k  presence c l an imdasri donulasl m muv 
cle celti enkneed 1 k ii ai b·.:1·.: .Lai! dabLS. Specil'i·- 
cally, 1heie was a ditie-dependert eberease n ki L· I 
ΙΪΟ S levels vsi di in m uscle cell± 'Παi  llmhna was s up 
piUedhylhereductHii in TBAILS levels, amaiier (if 
Iqiidpeni^idabcn. [krew as also a redudvm in psN- 
1em snsdabsma; indica-kKl Vy die wduc.-edpnitni car- 
hiiiy I levels. Miieiiver, 1k  vrape edrad mckjcedan 
ntTeac· in DSI] levels, cit: c l 1k  msisl nnpirlanl 
endtiuencuv antd^vLsil lrn'lccuk v.' ' T k re k re , die 
in iiS H  level·; .-Kenis Kihe (lie (il'lhe iraileT 
outii inechasngn.s am· uni civ ler 1k  arini^idanl 
adivily enlcincemeii hy 1k  arape e^lrad m mu-i-le 
ce lli
hripcTtJilly, cui result; slviwtd 1k 1 1 he enltaice- 
ineni cl Ik  initscb ceDs' anlmidanl .dalus lr, die 
«rape e=( 1rad wasellicienltd jm led licm die advene 
ellects cl die (iddabve stiec;-induced avenl IBI1P. 
Thi^, when 1BHP was added 1c tnui'le t ’2t’12 cells 
allei arape edrad Ireahnenl, 1heie were -juiolicaslly 
lewered KlCfi, TBA IiS, andpicbni caihcnyl levels 
cicinpared with 1 1M IP akme 1reahnen1 .In vi wi d udie; 
hare aLsc .shewn dial urape edrad achnnuslrabsin 
reduces siicdabre .st-ess m .deletsl miKcles. |·'(ΐ 
es.asrip k . urape e>i1rad i.t i. di Lst-^ bsm decrea -td I φ id 
p e ic ^ d i lK i i  in shelelol mu-tle o f r a ls .11 Anclhei in 
vivo dikk has atsc disiwn 1k 1 urape .seed extract 
adiniin dralxm Dicreased 1he aibKusxlanl eiLvyme 
adivily in -iebt:l ιπυ-cles of (hahebc rats.1, Mdie- 
dvei,1k  jieseiHreaihs d icw edlkl tiSU  levels were 
iuidlicaail Ίιi idicT in inu-de cells Inhaled wilh m-ape 
es.t a d heliire 1 BUP j(hn di l-, baben, ccin|: je d  tsi-cel Is 
Irealedwidi iBHPalsne. IntredDiuly, Ik  <iSH levels 
in m usc le cell s bealed wilh urape ex b ad heliire iBH P 
adiniiD-dralxm were even .slumHeart ly h ivkr 1 lun 
llxise bi unlreaedcel b . This lindmu ein]iia.-j^es die 
Lincial mle dieincrea.sedtJSI-] levels may play in die 
ckerved anbdxxlanl adivily of I k  vrape edrad in
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CojtzQjxbi i f  a!
ln u i'le  « lit .  Alfliiiiwh severs I .diiibei bive .ihciwii 
1lu.1 urs^e e=t1rsii.ts pnNei.1 I nun ii>tidsbve -iie-jf try 
mnessnuj i iS H  τη i/sidisc mu-L'Ie s id  iiflier ( s u m ,  
I In > 1:·: Ik  lird iey<.Tl di . i  eh til tn iftcli.'- "
In addil nm, wt inveitKiled the pii:iiihle sn1*iH’ 
dsiN ellecls i l l ' flie vrsjie en1iac1 bifli m flie ]Y e iffl«  
ji'.l π die sb-fnee di' sn ■:: ·.i■.L · 11 s^enl 1^BH PJ 4111 
endullflkil t! A.hy92fi «Ms. In endtifliehsl tlA JiyM24i 
« lb ,  mape eidracl 1nAi1inen1 w illfu l sn ί ϋ ϋ ^ Λ ΐ  
Ire····· stinuhnl enhsneed lit  taitKixi^iail m edial 
i -an··. Λ Ifliiuvh Mil-, w s■: sunil j  til whs1 «ill-erv^d. m 
m u-fle « U s, 1hei« were ihlle ien«s. Th in , hie m 
mu f ie  « U s, lit: λ  ι ' ϊ  edracl induced -αvnilirsiNh 
pnNeni csib iiiy l level i.nnnpsjed wnli m ingled  « I  b, 
n d f  sbim sTeibuliun di priNem ii qdsbiiii. Ajisdi I It. I 
pnNei.1i ve elied fe riith b e sB rik iije d liillt: lunili'.snl 
ursqt,e=tJrsi.1-nickjLt,dmi.Tes.-e m<iSH levels «ΊΓη;.ι el 
wilh 1 lf inNiesfcd «Us. Huwever, m klAhySGfi « lb ,  
.ndi e  di lnuf i e « I b, l it  urspee\trsd did ικΝ wduce 
vivid licjnlly R if t  s id  TBA R.5 levels. Thu  luwer 
piNency in endufliehsl «U s m iy lie '.lit ti lit: luwer 
urspe esetrsd i  i i i  cert is  bill-· u-cd di IrlA Jiyy3ή ceUs 
«nnji^ed with C  S C I 2  «11s.
k'uTflieriritie, di endufliehsd KA.hy*)2fi «Us, lit: 
urspe eKtrsid liesbnenl jir itd e d  Inan 1 ttHF-nduied 
(i \i'.L·: i\ e v be* s-· tkvurcil m inu f ie  « I  b . In psfle  u- 
I j , HA-hySSb « U  he.it J  wifli ursqie eslTsd s iuid IV 
csnlly 111I1 ill 1 keJ. d Μ IΓ' ci-.hj-.'-=tl n ia ra e  di T B A R ii 
snd prutm  E^rtooyJ leveb. Alvti, di A Jiyy3ή ceds 
ta n iL i 1ti m u c h  «U s, lit: unqie eidracl n d it ' l l  
n n t t i«  m tiSH  leveb m iy u n u i l ,  j l  Ieis1 in psrl, 
li'T die lediLi'biHi 111 1 ttUla-mtkiosd. iioadihve ·. iTe··:··. 
Hiiwever, flie if tH  i n o o f  induced liy flie urspe 
extract in tl Λ-lrySI 3ή «U s was kiwer 1hjn I It! di 
C 2 C 1 2  «  Us.'[ Id ·, di llaence im y lie ei(p Liiitedliy flie 
luweT urqie extrsd ciiicentrsbiii-, uved di KAJiy^Sii 
« lb  cuinjinedtiMhiife di i ’S i ’12 « lb .  Milieu ver, flie 
urspe fcnitracl im y a f ia n «  Die snbiindiiN stilus 
I Id·. 111 jdi iiflier m ld i im m ,  u p j l  Inirn ϋ Ι 3  mi.nij.ie, 
llu l iruy ilillei between Ibe twvi « U  hitei. Intoesl- 
nni ly, j  _-l: :u _-il λ Lk K ltLi diiiwn Li j I vnqie -.eede \ ltc l  
incieu-ied { jSH  pL-iim. levels di type 2 dubelic sub­
ject: at biub apdtdvaxAJ·' 11 - i .  T f iu , l it  le-aihi 
im y fugieij flie i&e ill' vnqie p iin i.'e e d ia cls  ti j*e- 
verN iiQ iLlive  ste·. v Diikced '.binj.i.e tsi endiitft: hu.1 
« lb  J^td ciitseipiendy t i  nsibirvu.-L'uii.T sjstsn . lit- 
leredniuly, duibes luve sbiwn Ui j ! unpe e t ia d  
jdinai h1nil κιη eJn b ileJ ρπιίκΐκιη Ιπ ιπ  niyv.'1 -.hjl 
ifb e in i: n je ft ia ia i ngun, jlleviHxm  irf" cmchiiVti.-t- 
l u Lj  I miLbim, j; id  jir ilK ' biin us£iind lihinl L· bim j k I 
verNncuLi tschjead'L·.1 Miietive^ in iNltT dudiei,
II
v r jjf  .-Hed edrad ndnbiled tiirniT n emu is t r t u  2 
induced DNA iiKiiLcbiii di bumin lonbilicul vein 
eiiiki flieh J^ « I  b (HU V 1 while taupe A di a id  seed 
Atthade ndnbiled vlucstje-oiibicediiamt« di R ift in 
enikι,β1ehu.lpπweπ[li■,« l b . Λ>'ί I'enuel J . 15 bu.ve abn 
lepirledfliu.!, di HLJVH^i, unqie.ADi eitncl ndnbiled 
bjdiiwen peiriitide ^H-^hJmikLced Diiieu.-  ^ in R ift 
vu ui.'bvu.b'w 1b: ΓΙ3-1ϋΐ^ώ·ΛΚ.Τ jtilbwu._v.
T b : jd iiiin Lcn l jct'.n ly  iii' vnqie entmt,1! is .iflTib 
u ked. lit u L·: λ  e \!en I la i s  Id di pidyjdieiiidic csn lerN. 
Ttmii, l i t  psdypbeKilE ainpii-alnm ill' Uie urspe 
evlri.1 wus iv e  «ed jsid di lleienl c  b.·. -e 1 iil'pihlyjiie· 
nids as II ivs.it ΐ  ill , llsviim  Is, siNkii.'j-iiDd.Di t, siNliit 
cysnDit, snd jdieiiidic scicb were dentlie iL All 1b:ie 
pidyjdienil· libiNilied di Die urspe edrscis edidnL 
icibiiskLnl cl t  vnly.' I11 ju b c u ls i, I l f  llsviMKib, 
idecbin, j k .1 epicnbclan Itve  been linaid 1ii be 
csniinv I'Lviniiids wifli l it  ιτκι.-d ptiwerl'ul lieentdicsl 
ii/iiventinu jfb v r^ . '[ben1 lie : ntdicsl iczvenvaiu 
stUvily is sbTih ibedinini ly ti flieir dieirncsJ 1 tmji.tuie, 
espenslJy ki lb : -dTucI me A fb gHi benAilf τιτηι.ϊ , A -nn u 
snd Ιΐ-τιηνΛ '[be snbiiKidsiN aclivily ill I'tsvsnib is 
I'uTdieTT mawLied by 1b: jie-tm ie d ' flie InliydHwyl 
bTioluie in 1b: L> tdiv 111 ^ iiu jJk ii's le cb n -J-j^ lb le  
it i iX 'ii) .  ' Q iu cetin  hsi sn derNical number ill 
hjtlmicyl m i u p  in flie isine pti -a I κιπ  s.·, cslecbm bul 
si -κι csiiNsdi i flie Z,3^ki lib le b in d  m flie Γ  mis snd flie 
Ί -iKii lu iL'b iii. l id s  -druirbue itb j i L v e  csnleis sn  
enbincemeiN id' Ibe j i I κ· \ i.l sn I stlivity a in ju ie d  
willi flie .tilujsbid belencydic tdiu ill cslecbm. 
AiNbiKyssmit, e ijiecully cyicnidm snd itlpluiudm , 
hsve s l -ϊΐ been ηηϋΐτίκΐ Ιίιτ llien1 -dunB! liee m lx a l  
sesvenudiu scbvrly in lnsiry in ντίπι Judies. " H hiv 
si vii keen repirled. dis1 sn fliiicysn d iit i, s ueb b  cysn i- 
dai with fliecenlrsl un-^lumbd joilbicysiDibn ilm u !, 
sJkiwuiu i.xii[)LLtcsllim, It.«  spjTii^.Dni'kdy lit  ssine 
sn bundirN scbvily ai ipietLel itl"^ ' T b : m ijiir s n t iK -  
iclaM jc liv i1^  uf flie siNbicj-iiiDiis can be s-tubed  
svsin Isi 1b: leikicnm pu wer iiT flie a -dihydiii *cy slrui.·· 
1me in flie tt m t  s·· n e vsnidm s jd  ipieicelDi. ' 
Kmilly, 1b: liee rsihcal .-icsvenuinii sclivily id" flie 
pidv-jdientiIv s c d uiJI f  scid 1 sfln l·ubdm sinlyIsnls  
1hee avsitible bycbvinyl urtiup·.. Aparl lisnn flie 
dnetl liee rad ial icsvenui™  adivriy, pidypliereilv 
eserl lli>= it j i I k' m .I j i I ellecls fliniuub m idulslnm  id' 
intileculsj meebsnisms in « lb .  I'i·' e^sniple, Ibe lla^ 
vsnul biiC-Xj has been -Jiiiwn lin e d u «  flie cytitijn - 
cr^  e v iie d  by s id  incitu-cd 1b: leveb itl'flie 
ensymei relsled lit flie iixdsnve .-aiei.i, reiullniu in 
sn enlisiced « Ih ils r  ίίΚ-M csnNenl m I3qiii2 « lb .  
Milieu ver, ipieitelni puNeiled liuirun lerslm ucyle
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I I M jffK B  ·Τ·Η £l|'jt*T.r1i',r'T ll T i x c d o g
Hji.'oT ce 11 ■ Γτοιη id tri violet meln-ed hiodibve dra.i 
Ibrcuidi mcTeu.-fd ntprtasoc d Γ m bsiKdnil ·^=τι: ■ 
meduled Τγι' die tr£HtT[j!b(ni ι ue len  liiclsc Nrl'l"1'1 
I UTilieni n'lt, 11κ ^ ii Ui'.'-j, l:ii .hiL··, cyum dm u umdeklplii- 
ή dm, have lw ei diosvn Ιο \in: Κ,ΐΚί ϊιτπιιΐκιιι πι 
lim m i I'.Tb·.' v i-fu L i sraiolh li.i-'.k  cd b  11 □ ■ 1 lv 11 
inJiihrtKm c l im lo u a iae1]verted jiTdleni d u n e  ΐρ.'Κ 
M A PKJ and f-Ju.ii JV-tormmil k i m  jialh γ,αγ ■l +|1 
I 'mil ly, λ ,ΙHe ad d lti-i been rejKiTtd ti jnsNeel rul ]ίι«κ· 
diTCinacylsim PC712 ce II s Ι'τιτπ }:am>: i.> l  d 1 tu ■.'■=I 
o poeklive sire.·:.·; wduLnui L’iJX ·^  MkJ p3ti M.APK 
lewis.47
In esinr luion, I lie ]τ -:·| I levults DidKoie 1Tei1 III:
l i l t d  imqie JKITTUM enljacl l'J I enhance Ill: iDl ic\ i·
elnilinec-friinan·; «firm-tieandendodiehal edit ΊκιΠι 
in llie ]T:--iiiL^ ji'.l m I lf  aJnence cl on <γ ·.ι ,L: ive 
.·;■&*■:■,■ mdned oient Lhe-as lindm:.·; ^ ii^ i'l  lhi1 Ilf  
m t  pomace Mtrocl may b e u a d B a  Iced vu]^ i le* 
irf id to wduce Ui: id verce e1 lecl ■ earned try c\ i.Lh re 
s k n  v nduced ctmebrisn 1 111 Ui: eel k . i i i l ik e  v, i t I Ii-
v, :nle to medion Lii! m Isili ceII h ifi I l f  j i Ik' m.L i^ ! 
aclivily c l ' I lie enqf eictracl Um olnerved i l  kn# dbfr 
Lfiibili.il·· ((kOfi-lv U j i ^ t n L  lor L! A JiySJEii and 15 
1(1 jiL^mL. lor Γ2Γ1 2 eel L-; j, while, π many ■bj'.b: ··,
lllbltoT .V lffll b'i! KITti J :  11··:·.Ι Uli! J :  Tkl pllY oolswi-
calls ir f  derail id ■.! j i f  fid tojocily.
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Grape pomace extract exerts antioxidant effects 
through an increase in GCS levels and GST 
activity in muscle and endothelial cells
H
N IliU L JU JS C O U T iU U k E U S 1, IA Ml I h lu £ -ΐΓ Λ \Κ ;ϊ: , ANASTASIA HUI. .ΊΜΙ :k I ,RI IJUL'1, 
CkRjariM A KAKAKAJLIO U1, tif-THALlA KEkAiJlLTI·]1 , NEKTAftltB ALJGtJkM MLi: , 
ALLVIUS L Kh.AL.LlJUUM.'i3, IJI .Ml ΓΙKIUI: rt a m  UUIIXJ*1,
ARliTIUSM ! ΪΜΙ-ΛΚ.ΙΓ and QEMITkiUS KUUftETAH1
I a-pan mmil of I liochHvasin, _ιΐϋ Baowchhologo Uniietait of Ί hescaJy, . j v <j  4 1J J ] ;
-IJm soh of Phinrucognosi a- c '-amral Products [ '7jenii:-ir· Jicnoo. of Plurnucy, 1. ni ■ of AihtiK,
Λ ilitή■ I ΙΥ.'Ι, Ί abor uoro of :..lir..oal Virology I m■ tm.i;· r f Litut, ϊ . ΐ κ . ί ΐ  Schnri, Kenltlioii714LH,
"I tep-i. mant of I Pierces u d  Lcoaaology, Meo:al School, l .u n o t ) 1 of (Jwt. Ht.rac.iaft .'KKU, \rifctoe
R o n d  May 23,HLHi. Acctpied June 1 3 2CJ15
l>JI
ihrjiuLi. Ir. i  previotK n _c· -At demomaraud rluc a grape 
pomict ( ju air i-:.rH. . tuned m u ra d m  aciiYiy id esjoo- 
[htJuJ | ihd masclt |C2CI2) cell* Through i L
increase in gluiaihkine |CiSH] lewis In iht prt-.efli -:nd;· in 
oidtr io elucidait the machinisms responsible for iht ami- 
oaidam icuvny of (JM-. ig  tl fc.b on the «preyed or t roral 
anLioridim enzymes;, such as l au lJit f-L'A'n, superoxide 
l -riiUD-t rsULA], heme ossgtna^ I fHU-l) and gammi- 
gluian,nl:yAtiheFnnihfcusve :(ϋ..ΐ| were isutssei i & tlA hy*E(' 
and (3CJL2 cells. Moreon.tr, the effrcir, of (JH-. o® i  J i  L', SJIA 
and ; _u.hi.-ftt S·· transfer ire |G-3T| tM.yriptp jcimcy u-trt 
tvaloaied. fbe -.hi·, pij iht C2t.'l2 and IΛ  Γ.νΉΙ: cells, 
ά m  rt-iird ail:. (i H j i  Ion and non-cytotoxic co rc-tic ran on:·, 
(L i ind ifo ^5,'onl Jot iht C U l  cdls; l.'>:>! ι :.ί  0 ill.· ^  ml
( . .V T t '. - ^ p H J M iV ' H .  A - . I b h i  Γ Α -ι κ Ιι : · *  K i u i c l n  D-— l i u a I Of 
lUftCbnLUy iM ff iito iiia p .tU H fiiy  tf Tbc-kJh, PlmOnm H  
M U t a l  M h 4 U H  Γπ κ Ογ 
F - i i i i i l .  -A  m l— l i iu l l L ^ i
Af-On I idh, CiFF, hi ip:  .... MYtntfcS, aSH, kIjU Im.i k , C2LT
t s t i l i * .  X m u p t r i K i J t  i I . o i i Cj  ■■.■ ΓΗΟ-! l U l t ( f f y g t i * l t  I. 
y  m i.:  . i . y l . l — ii ι! ι.- - .|.- ιιι .-  I>-,:i LJjcL^c , A S T ,  , lu L i l l i . . · :? l ' - l : _  i l t i u - c  
S . ' S  m 1.  i-c t n h g p  ψ π , ΐ Η ,  Ί α Ρ Τ ΪΗ . i " i j i i i d A t ' i i l r  t - | i t a | f  u l r
d c l i r & t y n i u t ,  H j D . ,  b ) d i s ^ a i  f T r . 'h L i :  u | m u « i i l r  : i d i .k J
-  ih id  O H ' h h d i·  i l I i , . L , I  Ή 0 : ι | κ ι · : ',··Ι: j i l u l  Γ Ι Ϊ ' . ' Ρ  L - i i l ln if t-  
2 4-d.i '. ip h .-:i 7 i j il - N IT. u i Ir jU i e  VfhtliMni ulL E F IA B K
. l . r l l i - Ιι ί ι γ Ι ι - . ι : 4~il__i _=Iil a d d .  Γ Α Γ ΙΛ Γ  Γ υ Γ Η .τ . . ιΓ ι  c i ALTic J
M ic d iu i i .  FBS, i r i J  b f t r i iK  I W t t ,  R IP A  Lu ITc i , l u l i f t -  
i : i i i i i i i E j p E ^ i | i i ^ J k u  LuIT-ci " ' I J T t  o i l -,k - ι il1 lO i _ i _: I j l 
_·. i_ H FFP-S, 4—| -^l>t— ii'.-, b-| L'l—'l -pi | in j  rj 11 π 111 u hi jlfoin. r. id
XiV k p n f r :  f i ^ i E  p f t n A u  l^ U u -L  t m i lM i i c  C rc ·:·. H t t k  i id lk ,
L-inl· lli:lik ldIi ;l ....... . uftoniluili
far rht Ι.Λ h j'J l: ce.lii | π 1 Λ  H  H  and 24 h. M em  in; 
ircLtuum, euyim ua tsp t.-i.--n and arutny were z x t w t i  
I ht rtsulrc rettaltd ih_: crtjontii M-'.ih l iHL ju; γμ -icani s 
in :jejntd C C S  lentls u d  CS'I jcnssiy in M r. rht i.."jU]2 and 
I Λ  bn^a· :tlis H .^intr ( iH . sa^mficutls decreased CAT 
im-Js and jdiYiry, I n  ααΚ i :. ire m jIe ct.li. n h It il had 
&o t:l k l  on CAT It· eli u d  jccnxy in rht tfidocbelul -rails 
V'VfcOA f  Lruunem nxh (JPI. hid no efftcLon HU -I iod SOD 
ei pressk^ n and acnviiY in both otll Ii ati L htrtfoie, rht pientu 
resales pro· .Jt funher tvidtnce of  iht crucial role of 
■vnenK n  tbt aukiulinL tfftn· txtned by Lhu^ti-Pt: 
rail prvYit io he effetntt for use as a food sample me-n for iht 
trtauixni of oxidauit nrtss-iikduotd pjcholo^joal coodioou; 
of the rarJioiasou or u d  r.u-ltul raitxlt --Afienii pomruiuly 
[hose assooiJitd mLh low ίιϋ Κ  e'-el;.
InmKfcitUHi
Fret udiL _ -■ irt prodaoto m Jr ing or;jn iir :· Jur nt p q J  
raetibo.ifn'i it t , the rtorticru of lanochoodnal rMp.rison 
choii and anochranit l-'-Ll·:::, mliir-.miz.Yi, poat.-o;· ■» ■ ■ and 
other pftyflologkal piootssa: 1.3 .1  ht rvs-L nip-r_ τ raiiy.-r 
of lite radicals ik corcuued h', rtaaise oorogen speoes. i Hdh·: 
-.jih a- -uper. s ct ridicJ umn hsdnxsl radical tJH'L 
ptroTi'. riccal i][tLl\j and h^dropn ptniude :ΗγϋΑ> ]2Ί Λ η 
jhaoiau of kUS it ntotsury for λ numht: of Jiukdoik of ll 
oij^imra, i r. ι·ι·.-Ιιγιε· pftj-.i.·. u r i . r !.;.. imracellular ivnahnt (ft 
ctll proliltriDon. and apopinsid 4 : Howtvtf, [ht eKotssjvt 
pmducrioft of k.(.T:· mas lead io ottidjiive nren. a poihophysi- 
oiopKil cy csitn  nhKh hai bttn iraphcaied in rheoosidaait 
oirai^t of micromdtrales flijads, | ir ie n  and IJTlAl 
niruiitL·· :|_:.Lh'ft (fix musdtoanu^i r.'land laj.-ijei^i 
U u d io it xress oroum Tfc.ut sis in irntxle ussue «spostd 
hi rHA-i produnaoiL l-o: t\ar :lt Jur nt mitnseeTerrise [here ■  
j  hiL-h 'cceaf D:L'ft.unipii'ft m^celeral nuncie[hi:r-avcaust 
n o rp ltii li reducL"· a-jo.tecin-': lt_(atefoTr-.ihtt.K.ir.Y
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INnM rW nuuLEJlJuuLui m j J m_u La* vi 3
were sloe L it  overr.igr." ά .i h i f -  non I ji  iriiJk in 13 rvtM 
ThiilShnM  h i . l .  pk7iootnaimngd 2ί*-ΊπΜη·Ζΐί1  bevw ere 
L'tn probed -  r.·. polyolona gt-nL m .  human SODJ (]:],c£u. 
i . j i  no. 4^ -lS-l· sol;· thru n th t awi-huran CCS (1:1,i d  
f i t  no sc-ZiBfiS Ivih l:nc· Sama i.jilt Lfatwchnclogy Inc., 
l>i .i_·. i x. i s.'jWf pjjti.-ftj: t M i · · .  human n·'.:■ ■ i ■; 1 1.41 at 
(j i  no ApfflU) or sol;· thru goal arm· run an ΰ Α ΐ (bl.dfXt. 
(j i  no from K i l l  JjH eiK. V.nheapo..v Mb.',
U prunin' anmboKlies for 1 h ^  r.vm lemperaunre Ί hi 
nvemhranes w «  then incuhaied π ια  homeulish peroxdaae- 
ccug-gaoed >:4;- tl- vi_l gout n ii-iiM it (U,(VK>; L it  no 1ίΙ4ίϋι 
or pcJwJrrful donkev arci-goai ■] JjcKW; Cm  ms. ΕΆ]-2ί(Ζ&  
both from L'hermo icienufic. hock so re. IL, USA) &ecobda.ry 
anubodies few3f) run n  mom limperii'cnt All (lx- memhiar>es 
were Jt-pro ted wnh polyckwuf rabbe l 'l huni_· ■ j i l  mouses 
glyteraldemde J-phraphiw debydrog^rase :i.n,Ji HJH; ΙΊ ,Ι ϊΐ ί .  
i . j i  no. K \l Aff L hermo Kcjemilici lo Kim alireihe dat. T in  
optical density ■ 4 the pr.irei■ bind: u-ι -  measured usi ng Alphi 
\ itt q m ail: car kin sofinare lAlpha [nnotetb, San I .tan Jr·· 
CA, UfiA| ! j -h  expc·1 ϊιϋΐι ί ι · repeaiec..; nmes,
^JiTiv.'.-.j'iiii'nid o f  C A T  ertfrfly. Tin deierr. ποι -·η of UA'I 
acuvny in ihe whole t i l l  lysate t u  earned oul based 0 :. 
the method descπ sed in tlx cuds bj Aehi \Ή \  SpeahciJy 
I hi rtj "1 ή “ d.·: Ltrr.it oui m a TOiume of 3 ml concum rg 
IS ·  ill wh II- cell lysate ltd  i.iH j μ I of <!! mM potassium 
phorptiaie buffir soluum 10H '.U'i he· mei-ureiftenirec -  rei 
>:!■:I !ι ϊ  total j ti.'-uiil of protein in ihe tested ■ar.p.e Ί at 
sampler-π ere incubated for Id r  η Α Ϊ Τ ΐ  I l it  nt.t ml.-.±ri 
Of M  lrfr H,U. solution were added io the simples and chi 
l hi - lv inabsorhance ί ι ϊ  meed,aiely re.J x J-M■ r.m i L V ;■ 
for I j  man CAT actum ir iht LiJI iysiLiiChis nojnuliTtd 
co L:i coin! cdlulnr pimum If. 1 . 1 a t s  h > jrp lt he r“ ._lii 
t it  n p iisfid  f . ij:..l: ijimol , i  H.(f. deciimposid ml r. n■ 
p«r mj of procein. CA'I ααηιη' n ·  eum ihid in ai kasc 
3 d I e tm [;■ -j ic -· luth I) siti * j - hximj ttJ m mjkliuiii
J J i1 γι'γ μ i .Λ- jrt ■■ π o f  i i f iT  λ ι ϊ ι ϊ ι ^ .  I hi dHiimmiDon oi G3T
j : l.i in .nihe:;vrdiiL K-Liiein-htuidonihtmeihodd ^ n h id  
it  chi - :uJ( '■■'■ H.bie I'r.i; i J-ί: Mori ipfootol.v, W3J^l of 
ptuxphiae bufftr iKH.· mM f h ,'4'· were r. \id  π ια  h(l>.of 
(iKH (I ·ιΜ ) tt't 11· - ill ο1: l-thloro-Zvd-dinnrobinKhi itHNBf 
and chi simple; a t i i  mcabjud for i  imn u'S<TC  Thus seas- 
lo .lii rf b> chi addiiion of lu ill o f iy o s r t  λ  I;-moc :h i mti-.'e  
ήχοι iiqu ir«;o K f^j of v u J amoura off :■:·■« m in the used 
umplf:> and the Ltung: m iaAorlm:e was measured u  J4I.1 nm 
for j  mi a Upon conjugaiion of the thiol {doup of C iK  10 the 
l 'L 'V ! sibarace, there was. u. Ικ π η  in thiibfloitante at 
341.· nm Lhesi.^leooirj..ningni,coAolf: I su it alone πίΤΜί^ϋΙ 
as the U u t  US"! atuiin' in the rycraolx I;· tie: was- >rma  
i?id  10 ihe loial ceS&lir pmun lend i n iioh simple. Lhereruiis- 
are «cpreihic. as unn& fp mol of I? ·.· o u,.tie pioduced ml·' 
noin: per mg of pyri.n ULS'I iodviiv t i s  oummeo. in a  lean 
3 different fruit; (eioh isyaii πτη rt^w  i t  ι o rnjljciwi
JJervrmiJbzrTron o f Sf'fL· o f in t ry .  he deiernainanon of .ΐ ϊΙ. '  
iniwty i:  ihe whole odJ Inuie si i ;  based on chi method :t 
nxnobJue ceiruolmm alt (NblLl a- desalted in the :t..c;· by 
Ubiles'aBd Spilz (ίίμ More spiuhtal.e, thus assis included i  
ne.fajivi oruj-id which ι ι ;  prepared b ym m ^ H ^ ijd  of S J IJ
buffer fl mM oeihs iHiecrummepenLULeijc acid (D ElAiH iQ  
in UU± M pctiA'iuni phosphite buffer i pH 7ft, L n t C ^ T ,  
iftslO 1 M NET and ΙΟ" M iambi he) wxh 2UJ >1 c i diM Ai 
poermamphosphue buffer. Suhseo'aexly ~ίΰτπ0 of xatthme 
ox due * e:e addeo. and ihe m e of mtitue m a »·, tit roe πιη 
measured ai V ri nm for ' i . i  rm a I n the tea unplet, 2U(1 μ I 
of the local cell lysaie Abe measurement eq_.res >L(J jig 
roraJ amoum -:i jmceih) were added io ih.· (Λ Of Η Λ] buffer 
foJIcued hh ihe addiuonci -4*J mb of uachme ooctdote and 
the rate oi int reine i |  abhirtance wan measur-κ. for i i  mi t 
aitrj'jnm The ialcialiDOL of SUIJaaicny lathiteau n'p lt; 
it hosted on the petees.jge mhibuaoa m the rra of mcreue m 
absortante I he "tee of i release n itoorhonoe ■ 4: per minute 
for the negative coriol Lid for cne cea umpte was deiermmed 
lyihe fomiild 1 and Lbe percentage mh .bitaoh for each un'ple 
a as catulaieJ Ls.ng: the fomida fl) an folJoA e
A 1  _·π ι n -  |.dVJ _  final -  J U _  ·η ι·  al VJ.1t πί a 11.]
if· lr.r..b.ncn -  ....... - Λ-·Ι·41_ι'πιΐΓ^_Η,Ρ:ι'
ΑΑ.1Ί_.·ιηιη^____ L TlCLi fi)
SOD atcniiy in the whole oell iyuies a a. nornuli7ed io 
the total cdlular protein level m each umple The resuln ue 
eicpressec. as umts (one unn o: SUI2 in M vt the rate of intrease 
in ibsorhodKe u  hhcJ nm by per mg of piocein. SOD 
■nivrtj· was examined in ai leas J  diffejeu A u e s  teach Araie 
a a. measured m n r l ace·
.b'un πά'ιεΓ αιιαή'.ω. All res'tx.s are eepnessed as the means -  Sli 
Aw :οιι :-t tal analysis, .o.e w ly .·'·.:■ UVA x l · applied followed 
by Iu k e y cesi for multiple pair-π .se comparisons. l3ose- 
res^ ocoe refackitiships were examined bv'^i ι ι ι ι υ ί η  ι · Ι ^ μ·  
analysis. IJiffHentes oonsideied sansucifly agfLihcuc 
ai h'd.'-ibi Λ II sanxoal aiu-roes were performed rung ΙΤΜ·· 
snfiw ue cTemoti 14 P, iil-Vi Inc, ..hit zg·.· IL, U ^ |
Keeaiils
itijoifflifcr iiuiysts p n  .((JO. i k J  i . C A i  and (iC.tpiwjij* 
eipre.sndn. I n order to examine the effects qf OPE on the 
expression levels of imioxidim enzymes ii.e., .SiJII K U -L  
CA T and liC iil, the C 2 C l2  icmsde cells were created with 
G-PE at coucenciajons of : . i  and ]U jig.'ml Ihe l^.lySQti 
endotbeful cells were Lteated wnh GH . ai oonctncraiioiis of 
UUt£andO Ziu^g nil
TneiimiCf wnh cih liJi Z ί  fig'ml agfmlitamJy increased 
cht (,ΚΖί exprfincn itvds bs 24.Z and ai Ifsand 24 L  
nespeoDielyoon'.pnred criiheconciiol in ihe cytosckit Is-aie of 
C 3 Q J c d ln 11 ig l At .H.^e'L-r ireairem wnh GPC If.'pg.' 
ml agniHoanls increased Lbe GCS levels i ■ ihe (3U12 tell· hv 
ltd , 313 -a id 2 Cl L x  Lti IZ, lfsandZ4htime porus, respeo. 
civels compared to ihe courol N .g 1Λ· Ln the ί jt.hySQti 
endoche.ial colls, ueatmex a :h Lfft: u  a conceuruion of 
cJLcxe^g'ml sigmlicaiils v m e f  theG O Slunii b; I4T- it 
the Z4 h Dme piimt ah. e crexmeu with ul-t ai checoncen- 
craooaofd ^Myig.tiil led to a sjgnjfkant increase oi WLMt j i  
24 h cmie p -i.il compired io ihe control i .··.£ ΙΛ ι
M.-re. '-er the rendis meiJed that Lneumex of ihe UZt. 12 
cells wxh 0 P £at :  J  p.g.'ml significantly decreased ihe CAT
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I .2—ι  I U e jr w n n m  M a m  Mre. ιτ ν ίΓ * ; ts i Η ϋ ιά ι h  jpa-H p f i n u  e c u  m  ihj oiprcjcr-n d : |Λ ι jLT_T.k-£:iairv.£YiJiuw n n h a i v  Ε-ΚΓΪ}, 
ι 3 ι · : π Ι ι ι ι  '.ΙΑ I] JCH m re rn iik iP B c z M i p SCjlS s rd  i_S h u s i ■t o jc il k  1 -{I E>li in L3Cri2 n s k j i  a lk .  Tk· r a i - t i  rt t t a m n ic n - :  _ u π r - i c.-n h r  ill 
irF ’iTTViJJt t lm  r i m  Th· sd li v« n .sn aJw id  w ifi M l-.·! 2 .1m d IC> |^ sil i . f  I1!, t, 12, TB and 21 k. Ί  bc γίτγγλ'.π  sri iLA M il -urn.·. u n d id  ■ Irm dnE-aw sJ 
Ir-r H im S in s in  I'-dK ft i a b o JIt i f i  i a : :  lallirincc E in f in d  ι-z ihi a n m l  _:rTJV-l -:-riLiji I hi r u s la  an. p tu o i id  j j  du. n u n  i ! :.'.L
i.iι μ ι · ΐ |  Ι η φ  η·. 2fl4. 21 1  ? J 2  and J l ±41 u h i t ,  12, 
Ifl and 24 h [i me- μ* k > net:. ■ el;- ά hi It ueiamem u iih 
G P E *  I" iij 'r·.. Jii-fia-h i iheCAl It ·«Μ by 20.7, S A M S  
and ji2.jl1J Ife and 24 h unie point!, rej^etiivelv
compared no c r t i io ]  i r. [be rro_ iwaie c f  L3C12 celli : I it ItH 
.Hon-eve: in [be h;, ■.·■ J >!■ ce-.ls GHI did net η,ιίΛ h i. nil·
affea CAT «ρτ-καοη jj any cmKenutinn used ■;.·■.$. 2tH 
l-unhenvmre, [be regain; s ta le d  ir j i  none r f  ihe G H i  
con: enuai ions icsed agnilicanily affecied SQfl expression j i  
an! rune pra nl an ihe noiul lysaie of L. SC12 cells, compared 
lo i r.e i.-nm.-l ■" i i  ICs ϋιπ·. lar results mere observed in [he 
tiA.hy92iitndraheliaJ cells ( l-ig IC j
An obnened π ια  3012 erpre&jcn, irejjnxnt -  ,:h UE1. did 
net a.rnjh candy jJier ihe HO-] expression la-els ai any lesxed 
L.'nt iflLrjL an n  any lime petm compared io the t.'-nir.·-! m 
[he iraal lyuies of both [he C2C12 11 if;. ] i: and l . \  h;-H/2(· 
K l b f R i  2U|.
,Ji ;.v Li.vj'ur o f  ir.vi' acm-ny. Ln [he C a C ll muscle o 4 k  rreai- 
iueni ά nh Gtt: ai rbe conoeurajiofi of 2 ±y,£.bnl sa in Λ : and y
increased G S I aoirrly jj rhe H  and 2 4 h tint prams by 27.7 
and !!--!'i ■:!'+■ respecurely, Ah.le treicmenL mth r?KI. jj [he 
■j-'4itenir_ii.-n d  1 0 nil increased GST acDt'ny by JT7 and 
ALft4: at [he Id and 24h L.me points, ne^etuvel v compared to 
the οομγλ |Mg ΛΛ|
In [be ΙΛ  hj'JSfi endonhdiil oHJs, ueninem. iiih  CJtd. i:  
i.n.H'iri Mj. ii:l ■ iT.ihoandy increased G S I aturnly M 24 h. by 
lb.2.4F, while Liuinjeni wnb r?H: u U2SU μ j-m i n;leased 
GST' nxir-Ky Ιλ  23 J  and 2S l :: jl  IK and 24 h respetnve.v 
craipared io[be counodfMg 4Λ;.
.lAsejuiuenr ,y  (!.4 Ϊ  aenvuv. Jn [he C2C12 miisLle teIJs, uejj- 
n>eu u ill GPS t i  2.i  p,t;■ naJ ri^Lifioandj decreased CA T  
id n ih  by 12.7, 14 1  and IΉ iG  a] [he 12, IH and 24 b nrne
ηii. respeolively jraupared noihe oonuol f hg .:b!V μ-L.le 
rrejoneii nub ■.□ h'Ii i :  i:i decreased CAL' ic is  ry bv 
K :!■. 21.i) and 2Λ I t  ai [be 1Z, If! and 24 h ή me pra :.s. respec- 
riv-ely- lO'Jmpared nn ihe orauol 11 ig Jll:
In ifte hA hy-JJl· endonbehiJ tells, ireumem nub Ut'l: 
jl mrcenLraDdns of i.'.i ea-: and " 2±ι · ii^.ml die. v x  i-n.Ti
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t iv h  aiftcilTA'I acuvils i  am l nF± f -^i.iL :-"4:'.r%ir±c. iioih± 
corud 41J:
AistJW>iimcf$4}L· ardLU). Ir LhtClC i: nureit tt lk  L'eainie ί 
■a iiti ( iK did not signihunds affta SUI) aciivn> aj η α | φ  
ir ii.v  used u  a:.;· nnt prxnncixiipajtd no iheconirod 11 1g 3L“l 
S.milar rereilu, wtrt observed in tndixtel j I .til··: h i  4C l
DkHIUKk·
Ln j  ;■ rt· ionssruJv, we JefiaotirejaiidrhiiCJt'l.r.KiJced o«idn 
me area i d  tiilrttitliiJ u d  muscle celis i I'm Ln [be pitsenl 
reudy, in cc-dei lq ιη·<τπ ;ajt [ht- mechanisms [hroiagh ψ,τ.μ: b 
Lbese are ick.iJ isl fleers are eneitd rhe iffecis cf G P E c ·j u .- 
caidan: ennmes, ind molecules aere ireessed ι a iht tiA hWHi 
t n o r e h e lia lu d C J iU H k a lllin e s . Ii tfmld tt  nixed rhn 
the trKl: cnncenirunoiK j-td were nm-cyiouxnc and very inn. 
as i a stitral audits on areimidut compounds, high oonctn 
Liannas art - * i  which ire erehei djI'liculL to be achieved r  a 
human -.Iranian or rhe* eih lb· uoucir·
•LaH, acnpepucitoxiifMMtdofglycmt.c.vrxintdnd tluumic 
aod,is rx*oi rhe riracniiLJ _il ■ ■■:.djlTii nrttcuJts i actlls and 
is involute ι [he detOTificanixi re i  number of st nonce.:; and 
HUS [hrvxigh eiihti iht fomuiiixi re S-nnijUiiier-re by sen· η: 
on on tkerron donor fictri ita snlfhvd r>1 groop (-SH) i'JUi 
( :rev _ jaLi.'n such GSH can occur boih enivrvuiicaify ir.J 
abD-eoir.yiiuiicilly In human cxganismA LbHt n ]  rraib 
GSH oreenis iht liSHi'gluirehicnt p f rn.ida-e |GPi) -s-ntTi 
which buffers H:U: pndiKtd during cellular metth/Li'm LlJ.n, 
[he- (iStMilfL sysem n hi:cncjagbies ( ili-H wnh lenoh.'ut:. 
fix tbe ι r del not ι fica 11 ixi :ji·· Lad re  (?SH iluureois n lUrV' 
syaen! u-h ch comet; [be cel U ir  jfrl'T. envir-anmtK Γ-ΜΊ I r. 
a previous nud;· vie demorKinied [bai LrH. ι no seised i-j-iH 
ieiiels in LA hy$2^ and. C2U12 cells under eirher rant or 
oxadwve -‘.ire-L. cobdmoiis \2i\. this increase in (dSW leuds 
is explained In' G P E -ir ic o d  increase m iht expression 
ol [be ( H . e : . r-r e ι a breh L a  tTjVSti and Q C B  cdls. ϋ ί ΐ  
IE [he hire engine in iht biosynthetic paihau of U:iK. ind 
consequently, π ιί r  :i:al lor cell rejrviv.il .;vj;,. Lr rus l v : ret:, 
nepooed rhu Ajiixio iJ s mcr-tase inirictlluli.rUSH e, el> In' iht
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Polyphenont eompositwti of grape stem extracts affects 
antioxidant activity m endothelial and muscle cells
Μ υ ίϋ Α ϋ ϊϋ θ υ τ 2 υ υ Η ΐΐΛ ^ ,  Η Μ ί π κ ΐ ΐ π Λ ΰ » * 1. yfw tjus; o m u l s ', s^ akea .leu q i1.
λ  :\Νλ  a E U jTxjJju U 1, a LEK a H U K S  ΡΗΙΪΤΙΒ3. st-AKCi h a k o U TO LM a K-, υΕΜ ΕΤκΙυΰ A. ϋΡΛΝ DIDOS1,
ARisrrmGSkiTMTSAia^ xa  ΐΐΜΕΤήΐϋί; k o la e t a s 1
1 Derunmemof lliochemisuyand Biotechnology, UmiersiLyof L'heHaly, 43121 l-Xis&L 
"I aboraioty of N _:r im: ill;· sio .'gy and I eec ■ g. \gnculimal U(.:■ en, i;· of Albino, ] I Aiheiu;
’l-aboraioiy oi Clinical Virology, Medical .School, University of CM d.  7 HOD U e a ti™  4 l.^ e peatmen of lorensc jcm-k c s  
ant'losucology, Met.cal iicsioo., University of Ureie.TlUJCf l-fcoHio*, Greece
Keceived JiUy (fl. 3UIY; AccepudAugcs 1Ζ,2ί1]ί
ΙΧΛ: lfLaSJfrrarar.iiHiiZli
AhhUvii. rbe aim cf the preseii ■ -tud;■ u k  Lhe asses&meii 
of ills jnL osricani effects of poly phenolic extracts denied 
from tbe stems cf dime Ureek grape varieties i MoshonunTJi, 
Mavrotngano and V.Lnc.lanii in endothelial ■; I A.hy'/Z^-i and 
muscle IC2CI1) cel .s. We also invesDgaied ihe effects of [he 
poly pheno.itioropoicijon co the atuoudau effeosof the grape 
stem esnracu; tor [his purpose, ihs endothel.al and muscle 
cells 'Le:e ueaied '■'■ ih leu1 non-cyiotoxic concMtrauors of ihe 
extracts h m i i  order no a u r a  ihe ef fem of ihe e m u s  
on etiliDar redox status us.ng oxvdaorve stress txomarkerx. 
I he tisudauve mess masters mtie duobarbruric acid nucuie 
substances; i I jlA.-Li'i, protei i  carsond fCJAk ΙΓι level:, seccu ■ e 
M )p >  s p u e · j ftDSj levels ” .J glutaahi™ (Q iH j levels. 
The resulis revealec ihai treatment of die I A. by1.'j!' cdls n-inb
Γ ι^ ι '/ ,Μ λ ίΜ ιΎ  Γ.\ P u f o i d  D c n d i i f a  K b in d U , G b p - l i i c d  · . {  
R iuJm iL ilih  -  d  iii.Hl·’. -Iih li:,;,. 1 , ί ΤΙ ι ΐ Λΐ ^ .  F"'*O if f . Hi 
j i jA H * j u : iL ,4 l2 ; i  l j i - . ^ G r t f c i  
Fj- i iu iI. JL- h il I h iCli yi
l i b b r e v u u t M i A .  c HT :■■ Λ  -  '-sci ■ i. i- Ι ιίι.ί- r f l  > ΙΙτ ιΐ '.·ΰ ί* ί·:Ί ί i c  - i -  
■ll:Ik ' : il iJ i C v HF |> · Ί : ιμ cailiC ud [A £FM , D uC tc .i:-, 
i iu J i l in lT _ y k : '■ n c d  - :IL D C F-1 "* T-iln l,L ■, i t  iki-w rin  ili«  ,-r j l r
I V pH  ] .4-tb : : l '.1. 11: 11· lln ili .in  h.- [ T t t t l .  2 2 ·.Ι::''λ  : ί 1-Ι·"ι_ι ί 1-
I:· . . i i j  y‘. :Τ .ΤΛ  Ll-TriL ·! .ιιιιμκΊ γΙι j_i_^Iil -% id Τ Β ί Il' . iI bfrviii:
κ ι . : . G5H, i l i ia tk ii i ic , M:0 : Im ln in .-  p a m id i ,  FIT R b d r te itd M  
pEM Lkklt, l : O H  l 4 k u i )  i J’.r-I·. [ lk iX ^ e tid e  u ln n iE  ± : u : b . i  i l :
ΜΈΤ, mil· l:lin ' IlS '_ i .1 .::: 0 . '  'ii 'L r.'M il: aili-.u], {ΪΗ", liL .Ii·'·. ■ I 
i.iJ  jl FES. .4Kr-|:lu l= -:j ilI'=ivJ ' J I .^  Γ'■·I!■■ . I c il it iv  m e iIf ·· 
■ I j .:a c T O O ' jm 'ih  rl m liU l, S fC , * * e d M  in j  π η  ιμ ιύ χ ί .  7EIA,
IhklilM iU uiie fe id , T F A E E , Ib k V b iltf  u i e  k i d  l e k t i k e :- u I r-1 j  i f_ :  , 
TCs, Ιιι.ΙιΙ.'Γ.Μ^ΓίΛ. j .n l .T R T . Ι / . ι Ι  |·  I;, I 'i - rn ih . . ι : ι ί ι - Ι
Ai'V n d rlT .' L iU n u lu l .  uA kbli-'e i L m  |-  I j  | ' b a t .  Vkm
: '- | j .  I - 'ju k s lu ..d l  .r l l · ,  m u d r  L illi, l b ·  C ^K IllH ^
Mandilaru «.'jzcl iignihcauJ} oecreaned iheTBAHS lew ■ 
bY l i f t  and die liAbill ieve.r bn Zby *fc, vrtale r  increased 
the ίί ϊΗ  les'eis bs IΛ i f  compared 1o [be ccocnds. Moreover, 
[reauneu ci  re  I .'i .hi '/If.· cdls with Ma· rctngabo euraci 
:-.ί·Μ liLjnLincreased [he U£H levels hv 2ULZ4l·, p-biie jl 
:■ iv :. hd.·.·.;, oecieasedLbe I BASS andCAkU levels |qr I i  y v 
and respecuveJy Treaunen[ cc' ine C3C12 cells rvih
Mandjlaria evracL signiAcaul} decreased Ih e T f iA K  h t ·  
bn 473 H. die LAtlll levels by ϊ4 υ  and ihe tUft levds h  
while* increased die ίιϋΗ levels bv1 ZZjiil· coin pared 
to Lbe-acurols. Vi·re ', er, ueaunem cf [be !ZCIi  « I ]t rvih 
Mavrccrasan,': MiniAamilv oece^ed die I ΙίΑΚϋ.'. Λ>ΙΜ and 
Εϋΐΐϊ levels h 1 Ζϋ,ί** and IfcM-, respecuvelv I n condO- 
sco, lo die ben cc cur kncmledgel, our reiulis denrosrraie fer 
[he first ume dm ueaunen podi grape sum euracu ai low 
conceurajHis improves rbe redos aauis cf endcdibial and 
nrasde cells. I r.as grape aeia esnaus nius be used lor devd · 
■■;■.Hv inii· Aidant food supplement: or Unfundronal foods 
tfowever, it h i  alsva found ilut [be poly phenol jc oompostion 
cf grape iieiii e \r a :7  alfecis [heir anucaadarn cap^icy. I-or 
example, rbe remits mggened dial ..m l ·· resveracrol. gallicacid. 
i i caiec :..n, Jtrall·: aud. caf feic ac.J quercetin, coumanc acid 
and kdempfeno! mas be es^enual for die anncxidam aois'ity of 
I  rape aem etbaos.
Imroducdan
Keacnve oxygen species ίΑύϊ>| are cbermcnlly reaenve 
molecules ccouanmg osyge:. Kljoi include free radicals; such 
a· mperoode radica. iU;" p hydroxy. radicaJ ilHH"· and pecox>1 
radical: RCO·), h  mil u  non rad icnJ species, meb a  indrogen 
per.o.de (Η.ίλι, rvhMfh are products cf normal metabolism, 
inflammation, phagocytosis, mLrace.I.la: signaling, cell 
prdiferamon, cpopL'iif or other physiological processes :l,Zj. 
Gxidauve ft:ev .·■ dehned asan imbalance between ihe produc- 
□cfi cf free radicals and ihe abilcy of rbe organism loccumeraci 
or detoxify Lnei r harmful effects [hicmgh nenrahisanon bn 
anuoxidams i' As free rai.cals,are very reacove speeves, Lbei r 
overproducikin during oxidative stress can cause damage m all
264
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ilijLim jiJU lJii n o :  ι :h.r ;τ 11^ -+::h j :r ■:τ:+,ι11 ' u i - · . λ.·.ij ί-π- = :·λ ■ .·i . ^ . n v n  r ■:;n .·.i■. s i  i-m  i jsi .k a l t s  p;j;q-j
C i C l l  cells. L he cells a e't Lreoied λ n: [he exiricts for 24 r. 
and w m  ih f  irypea:. red, collected and cenuifuged in i «  ai 
JU i x g for ]ft m i ji Jt... At [he todof [helira iieniri υ;μ·- oc. 
the superbuoT.: Muid w is o n n U  and ihr cdlular pellet was 
resuspendec m MIS After the second cererifupmcaL :he .ell 
fellei “ j 1, ord Ik  red md use<i for measun i f  [he levels of rhe 
oxidatue antts markers. gluuchiotie niNHr. -Li.!- rhiobartxi- 
nirx acid reactive njaurpie: ΓΓΐΙΑ ίΐϊι and jcttem ■_j rr-r·r/-1 
lUJkAty
f'k*> rwftwrnr axalsn*  ivj1'L’diHd ond Κ ό 'ί  Cowls. L he i uiaceJ- 
lr iir C £ U  and FtUti levels; were assessed by tlw  cyiotneiry 
u>i '$ mercury orLige Lid DCRCH, Rrqwaively as described 
pre· a . s .v 12 11 Ln pumcuLir. [he fluorescer.1: mercury orange 
binds di reedy tn CJSiH, wl.Ih tX-YUA within mUs is deaceiy ■
I aied In' « 1  eraser and is further l .'·η· e~eid lo b ic M n d  LXJl· 
by [he CKidante action of ftUCi Λ 4αΚ= μ V nock solution .if 
r t r :  _rv ouange w prepared n attune and siorx .  ai 4'L, 
while i f  rsii 41.11 b M aock solution .Ί DCF-H a  m s prepared 
i a methanol Ίο aw-es·· ihe U IH  and HCJK ievels, the fells were 
resuspended m H!N u 1x11/ oelis per roil ind incubued in the 
presence of mercu ry ooange ■ 4·" μ V : : t  UCF '-Da  i J j piMj in 
tbe dirt u  37\J  for Ji) min. The cells were [ben nosoed, 'e'li1. 
penced in HbK and su ten need do fkm cyroaneiric a p l ) ·  uh ng 
a ΙΑ12>αιη dow ·_;.ι·4iit^±r■ Ι^ιΐι/τι Lhcbinion .--rankl.r. lake; 
MJ, I I:·.·1'.1 w nh esc n i . r  and emisskin μία eftn gibs ai 4tft{ .  ΐΐ 
asil nm fw HUS, aoc u  a_o . ^  ■ n m for ( iNH Ln addunon 
f i'd ingle and πghi angle I jr.: icorenng n Ji. _ι· ng [hecell 
n?e indadl irc-mal [omnei.ii;· respectively Here meiaired 
L :.e cells were analysed ai i : » »  rate of Lj(ttfi events per 
second Λ talyses were performed ■ η ](\Ά00 cdls per simple 
and Huoresttntt menraue:; iere n iti,.'e J  or. ι  loginhicK  
ici.e  .ϊ  4 dL-iaJe- of [he Jc$ « ' AuixesoeiKe I juia nos anil· 
>aed ii i.ig bIaCeU^uenso^LD.are rijeaon-IJnrtiiHrafr l-och 
es perine·: n as repealed ai lean J lames.
.^ jtHJUUHJU J .ΗΛΛΙ.V ffwir by j^wiirr^ibiiiBiHfrej. Air [he
detern'..riaDiyi if  : jI.'.KS levels, the edis were resuspended in 
:-Ί>ί· οι .ϊ  Kf id  Sl ml ^asAeqneniJv α^ιρ.-.ν γ ϊ  dired asiav is  
desmtad m ihe nun' h'. Keles eras :2ft nos u s k  as prei'kws.'v 
desc r.bed (llj. Λ ι-cal dT 4Λ ' fd cf ttlJ suspenskm or 4UJ hi 
cf hbi> for rhe Uis e  was niiud ■* uh 5IXJ hi of 'SSf- ΓΊ2Α imd 
V rj d  sns*;n;-dri,n.sr er;.|iani n.-nieihane hydiechlinde
I I rι Η .11 ι'!■:h.■ imhl, pH 7.4) and ancmbaied Jhr IU mm at
room [fiiij-eijiLLre A A n u l i l  mil shlinaou cenaaang of 
1 hi Na.su, ah J mk1 L:...'lu1n[unL acid m  added and
the simples nere incuteud u ioi - i  mi s  The sima.es 
■* ere enisled n> ire f a j  ■ ■  and winend fodlossing [be addi. 
tor. f t  I m| i f  '.nt& TCA Ί be samples were [ben tttnrru$ed 
ai IjJUUCl i j t r ) ·  u d  [he obearbonee Ί  ihe supermini, 
v is read ai .in ■ nm I'be ossen requires af-k’ . ϊ  imnuiL
of protein m [be ιβ ι sam|be I he couJ proHei tdotenrairon m 
[be cell saspensao was issased using a llrjdhrd reagent from
N.i.nu Λ IJ.-iLb Thetolculiikin d  [be 11 ΙΪΛ US- fifittitraiJiti 
vs is boKd i «  [he molar exn ϊ  u. n :o esrtiem of nukioddlde· 
hyde. I a_h expen metn was repeaiec. ai lea -i J  rimes
.isseismenr o f  L '4 iA  fekefs by ip ifm ypko rM m rry . lor [he 
deierminauoa at {.'AtLlJ levels, [he cells were resuspended 
in KBS- is ΙτΊΐΡ iel.5''ml and [hen lysed by sonicamcri.
aiubequeuiy, a moohed meihnd osdesonhed in ihe nmdv bv 
Kiusiukis rr αί ·>:ΐ: nas used as pnes'iowJy describee. :211 la 
tnef, 2U.'p I . of 2ΐΜ ΊC *  were added co 3UU μΙ of ceil Is sice, 
and rhis misnare was iroubued n an ice bail far I j  min and 
centrifuged ai I^UCK) τ g.for i  min sd.4*C. The supermiL'.: 
fracDori w is discarded I - addition, X ll hi of M ■ r - M 2,4^in i- 
rropbenslhydraiine tUNKH, b  I S  M flCI) for [he sample or 
f ir j |S ir J ? j  N ΗίΊ hrcihe Uank were idled m [he pdlet The 
simples sere mcuboiKl mihe dare u  room nemperaiure for I h. 
Tkiti mermnieni mis.ng erery Id mm ind werecenuifuged 
ai l l i . i / !  s i; I'ot2· min a: 4 V The supemaianr fiacnon ssis 
■a scalded, and I ml of I >f. Ί ΐ >  vs is added toihe pella c hie: 
nas miued and cenmfiaged IdslXXl s g for i  mm a i4 'C  
Ί be sapenucint fnonob was discorded u d  I ml of eihannl· 
e l ■ y1 oceioje i l l  ν.'νι ssis idded, vormed andoerarrugeo. u 
I1.i i.·.! ι  g ford mm o i4 '(l 'IbLS nashmg -rep was repeated 
twice L he superman fricnon wasoiscarded, ind 1 mlofjJsf 
urei ipH Z'Sf s is  added, sonesed i:.o mcuboied oj i T C i c r  
Id mm Thesan'ples were cenuifuged at lashhl τ g ford ronn 
ai 4V: and she iteorbonce vs is read oi T i l  nm. The ciloulickin 
of [he protein oiibonyl oonoercraiion was based on the molar 
eioncrion or· elo: .hil .if LJNHH Tbe aM il requires οΟΚΊ μ ι  
abrsoluie omoum of ]ΐοιαη in ihe ren sample. L'he m l  plasma 
protein ooncercranon was evalucceo. using l!iadfotd assay. I job 
eiperi mem was repealed u e i r .! rimes
.'■.ΌΓ,.'.'ιι ϋι ϋ.'.-,υ;, :ι·. IJsili were analsTed by one-way AhtuVA 
folion.ed m Tulty 's req for muhipie pLruise ooroporisoLS 
'Ibe itvd of HauakJl significance Has set ai pvf^ ilrd Focal] 
cIMjxjoi] analyses, 2-1 Vi" sofLHare. version llQ  lie., 
Ch.cigo. LU USA) wis used LJau ire presemed is  [he 
means t  jtJv-L
Kesuils
f'.iisphi'M-j.'y onmjtvosnidn o f  rA[ jVl ik  tjf.i.u i i t r A r u .  The 
I PC and [he pol'vpbenali: cotnposiDon of rhe euriois were 
ideuified by k P L c  and ire presemed ι■ Table I Tbe Ί hi.: 
lafues were sirniiu teisseea [be [br« m r ic is  and ranged 
from i l i !  hi :!■ !>: mg gillie acid'g doed enracL Lbese Ί PC 
lolues were similar ιο ihose obsierved in one of our previovs 
Judies \ Hi Moreoier, os He hare prenoosly found ia other 
grope aem enraers ■; ΙΙ'ά'άΊ, Li.e iXLracii couimed o.fferen 
classes of polyphenols, nich is  phenolic acids ii.e., gillie 
acid, ciffeK acid, coumano acid, fernlic acid and syn d ic  
acid], fLiianols |ι ι ■- cn«ch i' and r-y-eptcaiecbin), ilivonols 
squercerin, m m  and kieropferol] and ail senes ι.ταιιτ rtsiu- 
racroli ■ lahle I) I he amounts of some polyphenols did 
nm differ significantly between [he three einracis These 
pnlyphenols Here syringia acid Γ]ΐΐιΓ]-Ί7.44 mg.'g dried 
esLricLl, I 'ti caiechin [Ϊ·41+-Ι2.4ίι r.g-t dned evraciy and 
m m  n if y i- ΐ ΐ ΐ !  Γ.:,'ΐ dned euncLy Tim e II However, ihe 
amounts of [he ocher polyp sends presented nurbed differ­
ences between [he three tesud em aas. Ί hu^ ibeir ranges 
Here jkh fofd for gillie acid mg-u dried enmef],
42-fold for oaf fee: ioid :i ■ 14-2 42 mg>'g dried euron), I ΉΤ.ίο 
for i-ι -eptoaiecbi* fftSfl-l* 13 n'.g-g dried escucL], 1  ]-fovld 
for couminc icid |ίΚλ1-1 31 mg-'g dried esira:i\ .L'.'-folc 
for feru.ic icio ιϊΙ -1,' J  1 /  r.g-g dried esstricL], T l  solo. for 
jraAS-resveroirol rbV7-2l4J r i g  dned euracq. 4.! solo
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scsc k a x j d J L A k k d t K i » .  R .· ' i n t  i?  w u i X i  : u i i
LaNe I compraiDra of the grape rente in  u s l
( i r a p e  o a n e t^ Ma· H t n f u a  Martdilana iA o a b o m iM O
O d lic K k l m i lt,< W 7 .3 ?
aoid 17Λ 1 L3.«l L i *
ι , . 'ά ΐ χ ι :  a n d 1 3 1
(4 K ^ u o h in ]1]S 1143 fc.4*
f - l - h p i t S K h l L 1 ΐ . ] 3 y .te I 1 U
l..'0 ,LLr|,L S lL  JL.J 0 .1 9 111 O.dlj
.· enihL b id 4 1 0 DlW
t t iE j n l 3 .4 f l l f t i 14.ή·Ι
b B U - r w e n t io l i j iB i i  .AS i & i
Q otfrtn E 3 .Ϊ 4 L733 ft.0L
K im p fc fo l 3d O L.K3
TEt* 3 ί ϊ 3TS 373
'All >· Ju s  fctt 1:5 l· Ιιτίΐλϋιτ: ‘TPC, li'liJ I■·.■:■ I■ 1 LIf.■' ■_ ljilojI j , 
111 h; giTHc. j d d  g  i l l  i n i  SM tBtL
jJili IL hut raJi:a «avenging j ■ 11 ;■ dy.ajrrn UI-tTI' aid
A E rT r r u iL ii. ii  n± lasrediKingpncvefol jr^o  nenninracL·;
ι..'ΰ|Χ L'ana^






Man.Mar j ZittO.Z 0 Α 1± ίίί» Ι4 Λ ± ί\ΐ1
Movronagaao 3(d^.l·,· O.-f W ).U ) 1 -ΤΪ±ΙΧ2Ι
Klonbomavni o . « k a n 13H H XH
'  Yj! ja  .e :  ■ ι·ζ-Ε"ΐ1ζΊ *> lli: n m t .  j  SFIH-I ( £ j I Iz j:-I Uiicr in lq u i lc x f  
r i f n  II :i i^L- Ί Γ ι  Uhl ΓΓ- n r  r J u - ,  j  :  L '. | | - :■:■*;i  £H 'p ^  d  |F.i', |J k - 
ir.biit' Γ.'ΓνΙ :; - ιΐμ Ει.·,Ι-Ι-ρ^Ηΐί.Ηώα,Ηΐ1ΛΤΤΓί· ii-aJiiii-J.:, 
i/i-e ti'i Γ':·ηι;,.·ΐιω .ϋΐΙιι·.--!:-:· i l f n i i L  m.hJ \  J k in i : '» :  j j :  m I l
forqiKJoecn (3 VM--l7ja· Γΐ.'ί dried « lu iii and -iy foH fio1 
kAd-tntvtetvJ ill .'4-.h <u r.j.g d tied «naorl ΓΙ iNt I \
A'rjWApMg i t  (TlY rjdlftZll.AII [I'd miBO? 'AC.t tUITUned for 
irtif I njl- radical ■ aamij I -t renilu; nt'-t.td rhai
all dt fajiirLr- ό · i'in J Uin-l- Lid A l?lSi· raJi:a ■ in a com 
dependent nxnner jc km cnnceubmif· 11ig. 1Λ and Hi Ln order 
ία axuipjrc l x  roJi.j I κ aretgi ng eTCjeno;, d  che πυιαι, iht· 
l(..v vjlui hi cii.n; the lav« ram ·χι Lbs tau&ed -jw 
of S(h*r iW l.'f'.-'H' and A lil'.i' rad i: all·, m  :alt _ Jtd. graphs
Ά ίά: Lft J4d CO J*X I he percentage d  rjJi.jl r.-.lLFril-iriC-.-r.jJu-iru
a gain a theednif h p 4 p 4 *  fie [CB values calcaaied from 
Ltd 1.1- Hi nocil scavenging iH _'· -Atm in die fcdkming order 
Mandilitia mraci :'± fci.'iyg poCyqitieiriSHld 1 > MavmrrigL'to 
rnnoi : ) ΐι±ν I .' μ; ρΊ;· pbenolhtoi;' > Klosbojiuvm exinoL 
lt< ifcti U  μ j  pcJ;· fllifl' Is. r J I n id i  ll|. IL Cl* A t ' IT  fjdiLjl
iHj'-iri; .η; awiv; Ltd .vttr d  j-tterdj cf l x  «πu t i  aocordibg: 
co ihtir Li..r. valuta was; Wardian a etiratL ·;ι.· 4^ =·:: :ΐ! l 
ρΊ;· ohin.-li, ml: > hlavrocragano txtra:! ι,,;Ί.".'1·±,Ίΐ·:Ί u
n -
I 2i_"r I 1A1 τΓ··*πϋ|Γ 1 1 ■ idip-Lo/Ti'M-pn:rr.h<1^ 3 Ί  Ι··1Ι"| ndal 
n v i n g ' i i c  u im i y .  ΓΗ; p t r - a n u f i  Z , Z ' - u i r » t i i r ! —K tiy b B n jx i i iU iS l iH ·  
γ- j  id - h r r j u t d i  ιΑ  Η Τ Γ \ ι rh fi= L  j  z iv iT . j  ^  λοπ *ιΐ i  \ i r d  y.'.t n c iu r E  p c w r  
γΊ  | Π [ ΐ  B m e t n a  Ira n  Μλίπτλ μ^υζ· ^‘h m h m irm xvd  λ ΐ ι ΐ ίλ ΐ ιπ ι  s in -  
m a a .  Vj Iu u  u i  p « s s * d  u  t=i n v i r i  i Ώ -U
piJjipbenrili'mr'^ Μ ΐϊΙ^,ΊίΛίΑτιοίΗΐΜ ίΛίι^ΠΙ pdjpbs- 
ΓΗΓίιν'Γ.Ιι n a u t ili
Jiisti.t1: jH^vr. t«r dx inducing p.mir aLu;,. Lh± KPg l4  ihc 
LitfpttrirsjLfi cbs :·■· du:t- an aiwiitiiiLi : i 'J.ij i nr1. ^ at. 
daenninsd (flg  >·.Γι I :.« HPlull vabxi d  dx isoed mracL; 
i f f  I ■ ihi folJoving ir J i:  MandiL iu  o d jil  : I 4<ε±·':·.]ΪΙ j i  
prilyphdnoJb'nil) > Mavroiragaro m raa il.47±tki| μ 
pd|· plitxlx r" " ."j M.'Vjoauvi*-f'«fa;i :^·^ά=ι.Ί! ug pol\pte- 
KlKitndi rT it it  IU
o f  S  KIJW ίΙΓΛΙΓΓΙ ΓΛ rbd tUdtjfjrt ( if  C X 1 2  dll J  
f A  A \MM iv,'ii. \  L'l JinUV t u  uxd co ϊ ί ί ϋ  iht- dlM t; d  
cho ϊ  iaj>! oxLrajL· or cbi L'labdny d  cho ( 3 L l l  and 
ct h m Mder to s t i t a  cbe nor-o i^oioetio LA-ntcntrau' did h p  
in our Mptidnific·- x  cemlL; nc·· c·. td Lbs all ihroo raraou; 
eThibied anolritKi^ aiooaocnnack'ini >] [vhphenol·.π;, 
in iht- ElA-byiSfi ce.h and >4 yt p οίκ·-· ·ί\ ml in i.x C JC lZ
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ceils ihg  21 Thm. the concentrations trot ««re selected «ere
0.20 and (l93y«g polyphenol s/ml lor tie  I:A byV2f> aid C2Q 2  
cdls, respectively
Effects eftreasmeru  *trA (rape estraasow Ac lew is o f oxida­
tive stressm arketi m E A Jn926ce lts  Tie levels of oxidative 
area marten «ere measured is order m asses*effect* oi the 
extracts on tie  redot Katas oi EA hv^rteUs The RUS and 
CiSH levels «ere measured by ftow cytomery using DCF-UA 
and mercury orange, respectively Kiangrams demooaxatug 
tie  cell counts vents the fluorescence cl the mercury orange 
or DCFDA are shout in Fig 3A and B, respectively 1 he 
mean llucrescence intensity valaes «ere evaluated using 
BDCdXJuea stir* are and are expressed as a percentage o i the 
controls uncreated cdlsy None oi the tested extracts had any 
effect c* the RUS levels iR g  3C| Moreover, the MovTocagaao 
and Mondriaru extracts agnthcaatiy increased the OSH levels 
by Λ 1 2*1.3 and 1 5 * * 4 1*. respectively compared to the
controls |R g 3C> On the contrary, Mochcnuvro extract dtf 
net affect the GSH levels
Furthermore, lipad peroxidation and protein ooodatic* 
«ere assessed by measuring spectrriptctrimetncaJJv the levels 
oi TBARS and CARB, respeaivdy (Fig 3C i Specifically, 
Mandilana extract ngmhcantly reduced lipvd peraudaoo* by 
M AcSJfc compared to the control* Mavrotragano extract 
reduced lipnd peroxidotn o by 123*1,9k, while Meeacmxvro 
extract had no eifect Similar to hpad peraxidatxm, treat 
meet with Mandilaru extract exerted the most ngmfvcaat 
reducing d ie d  on CARB levels by 23 $*63%  (H g 3 0  
Mavrotragano extract reduced the CARB levels by 166*13% 
and Moshcmavro extract did not have any effect on Aese levels
fffe c  t t  t f  nea t ate nr with grope extracts on die lew is ofoxuLsttve 
stress ou sters us C 3 C I2  celts The histograms demonstrating 
the cell oounb versus the fluorescence oi mercury orange or 
DCFDA in the C2CI2 cells following treatment with the
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5052 tMJ^iiUMeMftxauKtitKjuirn 12 sms
I jun  1 l / k a  n< tn a tT M T t mil f ^ i  i k r  a tn c a  fa r24 h  ο ι lc*k« cl γβκ*λύ» e w  m itc n  it ' . A  t r ? y ,  a t t  {AJ Tke *ι « χ ι τ  a  a i l  c m  m  
ft>3TMcu2i ci Vj OOO all· «utraul hr tM Him cyoaratry Irr tw frtedacn4  |U H l» :n  (TJMI| lawk d 2  n ^ t a r a  tt* liaartwn Π ftrr*r*>oi sang m  
ine « 1  in  m  tk  oa ta x v i a d  « n w a  miiiMiyih, nupcu^ Y  ;Η*> Tie h c n je r »  * r a  * λ  rail a u r a  w m i tfcnn»aiac« at IQOOOoriU ια.Ύ ηύ hr tM 
Atm n t o n t n  iar t U  t a a d t m  ά  msx*· rwvfei ip a ia  |Wl}; kavala t U  a r n a r a  tke cktectcn r t  V n r « r a  i« r  j  4 0  e ti SIC· tn  a* th  a a la s m  
and o u a r r  a w  erftii ru p aciw r |L*J Utacn <ai MJ&, USl ( tknftaJtiun: tod  raaa%e i ik B n c a  (THAMS) « d  f m t  art»cw«1 »' ΛΜΚ · torak ItiAUi 
and L'AKB Imla nan n a a a d  a r (  a q v d n v h n i n w m m r  All r a i* «  an pnmitad u  tie rmana a UM  a t tm e r d c w ik t  r tp c n n o u  *p<aQft n d c a ia  
■ (n n a a  atltnncc ctnfsrad t- t h  anroto l u m a d  calm
grape extracts are shown in Rg 4Λ and B, respectively The 
Mandilam and Stovmtragino extracts significantly decreased 
tie  RGS levels by 21 S t: and Mk.StlTft, respectively, «bile 
Moshocnav 10 extract had seeded (Rg JO  Hroily, Mandilaro 
extract significantly increased the GSH levels by 226*4 7* 
compared to tie cootmfcv, «bile the other two «tracts did not 
have any affect on these levels (Rg 4 0
Moreover, Mandtlaria extract agmficamly reduced the 
THARh levels by 473*1.2%, and Mav rvrragono extract by 
362*96ft, while Moahoraasro extract bad no effect emptied 
to tie  coatrols in the C2CI2 cells (Rg 4 0  In addition. 
Month Inna extract exerted the greatest reducing effect oaCARB
levels, decreasing them by :Wtl)*5!% (Rg 4 0  Mavmtragnno 
extract reduced tie CARB level· by 3S9*711*· and Moshomavio 
extract dad not have any effect <■ these levels (Rg 4 0
Dfaetstshia
Grape extracts and nine have been the center of attentive 
of researchers, demonstrating their beneficial effects on 
Inman hearth (14) For example, tood supplements termed 
as grape iced extracts' are consumed worldwide for their 
beneficial effects on human health However, the mapmty 
of studies on grapes refer to extracts from seeds, skins and
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OCA-TZi.CiKli.A3 «·»£ KA> »U^ UX*CXJMWJ«T1UN AND AMTIUOCJIM.VT ACTIVITY <* CJKAll. StfcM IJCtKALTK 5^53
I / fa n  -4 ( f k a o t  t n a i r c i  % ttt fn ? «  u * t  « s ta r ·  ta r  24 h o e  tM  Im d i <* X k l a n  · η ·  i r w t c i  c i C3C12 a d i t  ( A ) T i t  t io io fn r r .  A  call c u n  m i  
I t s f u a r a t t  10,000 a i l ·  e s a ly w i hr I I ·  Knm c Y tm W ry ln r th« ieiecane al g ( ita it> r re iU y i> l» » e li 113 f f M m  t h  t a r t a n  r t  t o n a u c t  a a r q  9 H  
•a d  3Hlw« m  t h  o a fe e s e  n i  m a n ·  wsvalatfth, r tq » o > « *h  it^ T ta  ( u t y n n i  4vm  d a  a l l  cnun· n n u  ( Ι ΐΜ ίκ Μ α  rl SO ^O Oail· u a tra a d  hr tM  
H e w c fta e w e r> lo rtM  i« » e a K a fli r w t3 T im w |B 3 ^ e o e lK U $ > lw # t  H J  n p r w m t s ·  d ile c s o e o l G e r m a n e · u e n f - W in d  n i i n u t M o r a t a u d  
• ts ia a n · v w i k n f t  f * |  l-Jtactaa t U l i ! , f . a lU  fe a ta r ta m e  aa6 naan  i M i k ·  ; r M AKXiaad jrrtmn a r f rc rv l Μ Α Η Λ ι taw#·
I b A M 3 m l  C  AXH * m l i  μ »  i — — 1 j « r £  1 y c t Tr h a a n a r  A ll n t m  an p w n u d  m  Λ» n a s i  *  S IM  r* t i n ·  ιη ύ φ ν ν ίη !  c x p m rM r it  ( t t  
inacasm > i|n b a K S  i l l  I m n r ·  c n rv p n d  to  : ·  c m h i  tu rm a la d  ail<<
pomace Ot-UUci Of m e . ta previous *tudie* of cuars, we 
demonstrated tM  gripe stem., a try-project produced tn Urge 
amoaats lapprox irately ¥*  of the original grape miaemil 
during the vimhcauc· process, which ha* bees In k  inves­
tigated, contained bioictne phyuxherascals aad presented 
important biological activities (15,241 |a  particular, we 
demonstrated that gtape stem extracts exhibited strong anc 
oxidant actrvay ur wrro. comparable eve· to that of gripe seed
extracts ( l it  In the present and), we imestigaced at acelluiar 
level (1 e ,  in endothelial and muscle cel hi tire anooxidam 
activity of stem extracts from Ureek grape varieties
Before examining the effects of grape item extracts on the 
redox sums of cells, their potency of scavenging tree radicals 
tn new was assessed As also demonarued in a previous audv 
of ours <151, in this audv, the tested grape aem extracts wen 
very potent scavengers of L)fW-and ABIS-radicals In bed
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UK- H and All Mancblariieiiract wasLbe mon px;m
and V-oshonvivno txnuci ■.■(  i t i i c q  Thus, alih· «jl-N the ir.tee 
liAi-J tXtnit ■ ■ jd ;, n:. JT Ί PC r i b ,  Lbiir dbll f.\, SO AClYeilge 
free Γ-ld sjl> filled J "tills :- |"-i L I - ύ 11 4. Vjlld Ι-Γύ eUnCL 
vt i .  alnvoi J-titfJ more paten as o t i ^ r  agaj IJt-lVT and 
A J'IS" radical·, ihan Mosbotiuvro ex tract. I hir, Ji:-£ .'mini ί  
t«i«H h [te l f C  values anc free rjdiLjl -cu'enc ng activny 
ί·· in ig T rtn f: w .th [te :e ...v  of ou r previous -iu J·. m i  huh 
rteTPC values of Id g-jfTi neni extracts had a Aijfc ooae- 
lanon n . ih their free n o c il  scavenging activity itt'i Thi· 
lack f i  oonelaucn between r te T F t  values and l:ee ric : j I 
>l i ·, er.j.ng accmy tuggers·· that ihe ipul i uiuve polypheralic 
com potmen d  iht sum extracts mav te lone important thin 
ihi.r quanucfive pcdy pteur! κ comem for iheir ankixidaiiL 
[>un:;· Ιό  ±\anipld n h i, teen suggeaed Lr-iLpo.xrhen·· ■: 
euracts exhibm ag high anm \.d ant acovxy h u t a sigh concern 
d  it e iii.  p · r-rjCh.·:!:^  ■._,jh ax jnnr.rtsveranol. gal.ic acid, 
quercetin, fti-cmechin, i -;■■ ±pit iifr: :.i r. ihd rutr i u i  ire  
i s ]  labile 10 otticiiion, _hd thus cm poienua l;· scavenge 
free radicals Itm .-re they art able do attack and damage other 
niacmraolecules fiS J iJ  .ndeed blandi ai.a extract, com. π κ  
ai leai ir U J  grexer amounts d  iruAr-repveniibl. gallic Kid  
and quercetin ihan blosnonwro extract
Moreover, the reduci nr poster d  cte gripe sem extracts 
st as examined The- reducing poster of a subsunce is assoc .· 
aiL-d st'nh ih  amondanL activity, ante n lucbcaies cbai cte 
xuboinces are electron dcraoixand can reduce [he raid red 
i nermediaiex of [te Jipid pe root i dan on processes, so [hai ihe- 
car J d u  or.mars and secondary a n ..Aidants :JM AIJ [te 
three' grape siem extracts ai inc i t u  eg crncenirn. <>::■ shoved 
i ncrcased reducing power An in I ree r-dies scavengi ng assays. 
Mandilaria extract exJiihiied cte greaiesi reducing power, bu[
1 n Litis case, iking vt il:. Mas iccragano exiracL .J, cai h i[ was 
(observed chn apart from the amilar TkJ viiaH  of cte grape 
aenieniacK, the Mancilaria u d  M.t OHraian··, t '.irccii lud
2 fold greaier reducing poner ihan cte Itioshomavio enraa 
L s.s difference ra;- te annbuied to the differences is [te 
pol^phenoJK οοπφοαϋοβ of the usudexcracH l-oreumple. 
a pro sous --lud;· reponed ihai praan[hoc]anidjns, aclasitof 
eligLimenc flasoaioads, of grape stem e u n a s  nere r a  nl;- 
rtnjkinsible for reducing poster possibly due hi die nkrinefy 
high number of bverotv. groups cbai [heir monoiter unrbt 
ooruanf^ Ty
As meniaoaed aK1-· t  in [has rzudy, the utaoufam icDt'iiy 
of g rape stem esuacH st κ  also eummed ai a cellular evil, 
rqaec i:all;· inendoihe.ii.andiwiixlecells Lnapneiiouetnudk 
stedemonAmed ihu gripe euracu from poniaee i nquoted rte 
redoi sucuserft A ir t V l·andC3CI2 cellsf-L i KimaceMalso 
a by produci of [be Ainematihg prooeAS bn n include^ apart 
fnrm the stems, [te seeds ind stiris as well. To [he best of our 
knowledge, this n ihu r rr si j c - on [he ef fecK of grace ewiout 
firm sen is on [te redot aicusofeadoLbelial udniuoleodis 
Γμ ι of cbe tested eniaccs, ihe Mandiluna and Mawooaguio 
etiracrs. impiot'ed [he tedoct sraius of [te endothelial and 
r .asc.e cells, λ nee res reoiced lipid peroudanon. ah shosvn :s 
[te oecreite n : JAK:·· levels. Moreos'er, ihe M i:c  Ia n  ud  
Mavioo^gano ecscraoEt di mimsted protein ottidacmn. as shosvn 
bv rte decrease in (Ut Kll Jetelh in [te 2A.hy^2h and C 3 Q 2  
cells, tfnmever, [he Klohhonxiv ro «Lrarr a ih ihe only one orf 
Lte r sued emrcah ihac did not decrease ihe CA bill and ir'.k l·:
esels eonijured m Cbe unrejed oe..s i c enter cbe t-Λ  ht'i3< 
o r U C L ic t lk
I r.e iedu:L ο· .Ί f n oti:. .rs.Jujo:. ire lifid perotadinob bv 
[teMardilaiuindMavioirijdh.ieTUACLS may teaimbuedtn 
[teir abilny in reduce tHUS, e'-els, paiticialirly m niucie cells 
Ί be direct fieeiadical heuengmg iciivilv and reducing poster 
of [te Mudilani ud MivrouAgano exudcth may accouu .u 
leasi in pan for ihetr cipacuy to decrease KUS. levels in muscle 
cdls. (Ai the oourary, ihe-e παό osnacis did not affesr rbe hUS 
levels i r. tA  byVKi endotteliil cells, poissi tly due τι cte fat[ 
rhj  ihe concenuauous of [he attracts meJ m uese cells were 
jott i t  thu ihooe usted il  L2L11 musicle cells The hioshomuro 
eituvi did nee alter ihe AU£ les'els in estter die endothelial or 
muscle cells Kemutcably, Mnshnmavjv) esoact stis alhorhe 
.east potent esrrscL il  free radical scavenging anc reducing 
poster assays
Ί he decrease in HU(i .induced damage cl .ipcls and ptotems 
by the M ualaria and VLif row agon o· esuacis π endottelia. 
cebs mat1 also be erp.u ned bt ihei r ah hit to enhance amioeti- 
dam mechanisms, such as USH Hostcver. in the muncle cdds, 
only Cbe Mandi .ana emtiit increased tHik levels, .ndiciL.ng 
that Lb ■ eruaci was [he mosi poteu forUfsH mductkin. The 
hfoshomum e u ia a , waveb did net decrease [te Ί ll,J, hlci 
CAKt! and t9J£ levels was also unable hi increase ttefj^K  
e'-el; il  enter ite endottela j or il  muscle cells. L'he me reajte 
in ϋ ΐΗ  leiels by grape siem eurans is of paiticular impor­
tance. ance t^ H  ihe mom abundant hon-protnn duel source 
in cells, is one of die maprt imracel hOir aLoootidam molecules 
protecting agains oridanve stress :3ίΠ. Ln previous studies d  
o.rs ste demonstrated thar ULilrl was alley molecule for ihe 
.iniirvTL-iirr aoii', il;· of a grape ptenaceewici in both IA  hy-i J ·  
and f.^.,'12 cells ιΐ^Ζ ΐχ  .ΊρκιΙίοιΙI}',; ir e  pomioe -stuwci was 
sbeww nr i release GSH levels and Lte expression or lunvny d  
enTyrues involved in amhesis ff-gluunyylcyAeite stutheiase!' 
and metalkiism ve.g. gluaibimeZi-transferaseyof G!iW(a'l2l|
As tbe lesuhs from ihe asseiCiiMiL of ihe OKid i^ve sirei; 
mukers shooed. There were differences in tbe effects of the 
tested mem exLracis on tbe rtdot. status of the ce.ls Lhese 
c.fferences of rte extraixs were profoundly men ruled to ihe r 
po^pheuolic oomposmn. Ί bu rone -·.< n is s^poned by the 
fact ihai tbe ooncematkiLS of all ite ihree ecraots had the sane 
Ί PC values in the cellular experiments thus, n was excluded 
ihai ihe obter,'eddil Terences il  ihe anuoudam atnvny benteen 
ite emracct may be due no ihe- r differera amoum erf po.vpre- 
loIs. Among ite levied euracis ihe Mostkimavro extract 
exhibtied much less pnlenty for improving ihe redox surus 
of [be cell! compared io> [be Mandhana and Mavionagaaio 
etiracts Ί  u  hfoshomavio estracL also had lessamoums of 
gallc acid, i ■ i siiieLr_L. ts-ml jc acid and mLir-revverairc·. ihan 
the Maudilitia ind hlaviotingano eximots, and thus these pdy. 
phenols may icciturn, _t ea-t in pan. for die higher annondar.t 
aaitiy ofihe liner two extracts kw oumpte. a previous study 
demonaraied tbaithe irmu-resveraiiol increased U£H levels 
and oecreased oxidauve stress-induced intracellular fbUti and 
malondialdehyde ■ '*11.Ά ■ producuon in vascular m ititth muscle 
ceUs tflfl Gillie -Lid has also been shown io reduce loLJS levds 
in vascular smooth ntusde cells and ihar oorespoLdi ag medi. 
aior pifphos, a molecule traLSIocaneg to [he membrane and 
inducing 0," pmduenon :-klL Moyitover. il  jh  vascular smoocb 
musede ce Is ferulx acid lias been shown to decrease lipid
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LHUDO!/ ΓΙ J _FJ frot Ιλ Η Υ ΙΊ Μ.1* * JSTiλΙΜΙΊ iHI'jlJtS A λΙΑΑίΤΙΙλΜΙΙΜ νΓΑ ί.ΊΙ··· I ΙΟ (jt ίΙΚ Α Ιΐ. : Ί I i l  Iϊ τ χ α ι π ϊ : 5fl5g
ptrootii u ion and. ·αΜ ·ί· iht ιοινιη  οΓ αηυοακίυη (Γι γ ,τιρ ϊ, 
it.g., i -tests .Jf dr umx-c ■ i-J. i littR tti ι:.ΐ V_i :.c.iIa m  
and Mm strAtino «Eirac is. :ht formtr «hjbxtd mow joocm 
anDosjJim acsn-xy A< rt^-'di :te O'ltrsiot·· r  iht > ■■■■ riit 
Π' 4il ϋΓ'ΓπΧΓ,.Ί. η beswetn shtvt nm n a n a i  Mandilana h_L 
h : . ( r  amoumnof rafftk: a·.id. coumari: icid, quercetin and 
kteiLLpiunl. Λ γμλγι; Ltest poiyphi&oJs, u n t il a: ri bn t£tn 
rtponod to dtoruit l ·  leu* Δ  ^tr\ Jon : ■ mrtnrauin.· :1l£ i- 
I i.M'· m h.Tii" umbilcai dtm drrivm  txdocteliai rtlls 
undtr jiLpdiij'tt d m : ο ·:·- Lions ι-d ■ l-untunnore, qwrotii ■ 
and turn pit rod b u t tetri -ihm i>- rafact (}~  it>tl> m rai 
vascular smooth imisdt i t  l> ihr.uth [te mbitHJon of l k o - 
Lnanndt adtnino d nuJt.sict lAoaphdo AALdKHi o tid i.i  
aruvuy,Ehe main v c it t  ff ( V  in :ht ·, tiit. w 1 1 -L! i.
Jl  dorjcluii·1·:. to tie bed of our k :jo& ltde-ί. rht li n Jingi 
of Lao pr«ttM unth1 indicau for rte firsi nit ihai $ rapt scm 
«tracts ai on Q tflq A dn c ιηφηοΐί tte J t l ' i  ilxiu of tndo- 
iteluJ and oi-sJt cd k  Ί httitioffc {rape u sd  t v  ran;, nuv 
Ik  intd. for mruntt. q  Lte tfeotloprDsii of aruioctidam food 
i ij^triTii:· ustd for roHjirtia·:ring ooirliiiv t q:eo- ndULtd 
poLboiogicaJ condition* id tnd.'rtl _l or tktlttaJ 
KowtYti, il wai shown ibii rte ο,κιοκιαιιχ iclailv of tte 
g rapt sum sunns' dtptndri on tteir ■: _il .'η..· t  poA'pren·· ■: 
compoauon l-or tunpit ,:e m itn t4t amoum of pofypfu- 
mfs, ruidi as muei-rwimroi, gallic aod, n L-caneclmi, ίtrialir 
arid, cal'tit arid, oneritan, couirunr ioid and biempftjnl 
ras κ  txtniiai foriho oburstd utkiTidam acuviiy of rte 
atm tsL~j:L, Iht kri.rn-ltdit of rte ρ.Ί\ phtn· Jil -aotEporacion 
Lbs m rspotKihli fora aroci.E; mjooudain acEiETy smuld telp 
10 avt-L, rte qiulxy of trqv u sd  « ι γ ϊ « jrcsidtd dor u:-t·· u 
am·' .\ili-: jra^tmema
: :.iλ ELUdy was fundtd is parr by cht Μϊο pro^rainnits 
'Uiouohnology-hiLridol and l.r.v.ro-nitm and >hdoltclallJ, 
biology and Utstou Appliunrios' is :ht I Jtoi-T'tnL of 
blixteiiiirLTi iriiJioLtLr.nojors ^:ht Lr..itrs.:s of I'hsuly
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